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RESUMEN

El Streptomyces sp CH-M-1035 es un actinomiceto aislado del suelo de una zona cafiera
del estado de Morelos. Esta cepa es productora de xilanasas extracelulares con
requerimientos minimos en el medio de cultivo para su crecimiento y capaz de utilizar
bagacillo de cafia como unica fuente de carbono. El bagacillo de ‘cafia de azicar es un
desecho agroindustrial barato, renovable y subutilizado, obtenido durante el proceso de
extraccion del azicar del azicar en los ingenios azucareros de Meéxico. Después de la
extraccion de sacarosa de la cafia de azicar queda en el bagacillo de cafia de un30 a un 35%
de hemicelulosas que a su vez contienen de un 60 a un 80 % de xilanos.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal la produccion de xilanasas extracelulares
de Streptomyces sp CH-M-1035 a partir de bagacillo de cafia de azlicar. También se llevo a
cabo la comparacion de la produccion de enzimas xilanoliticas del microorganismo
utilizando otros sustratos como fuente de carbono;, el efecto de modificaciones en el medio
salino en la produccion de xilanasas y la evaluacion de produccidén de celulasas bajo las
condiciones de produccion de enzimas xilanoliticas.

El Streptomyces sp CH-M-1035 produce xilanasas extracelulares utilizando bagacillo de
cafia como Unica fuente de carbono. Los xilanos purificados inducen la sintesis de xilanasas
pero la produccidn es menor que al utilizar bagacillo de cafia; con la céscara de limén. xilosa
y carboximetilcelulosa marca Sigma hay poca produccion de xilanasas extracelulares
mientras que con glucosa, celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa Whatman no hay
produccion de xilanasas.

La adicién de xilosa al medio con bagacillo de cafia provoca disminucion en la
produccion de xilanasas mientras que la adicién de glucosa reprime catabolicamente la
sintesis de las enzimas xilanoliticas.

Con la modificacién en la composicion del medio salino asi como la adicion de extracto
de malta y extracto de levadura disminuyo la produccion de xilanasas extracelulares.

No se detectd actividad celulolitica sobre papel filtro en los filtrados obtenidos bajo
condiciones de produccion de xilanasas utilizando como fuente de carbono bagacillo de

cafia, xilanos y celulosa microcristalina



1.0 INTRODUCCION

1.1 Propiedades e importancia de las enzimas

Las enzimas son elementos claves para la vida. Son macromoléculas proteicas de muy
alta especificidad que no afectan el equilibrio quimico y aceleran la velocidad de las
reacciones que ocurren en los sistemas vivos. Las enzimas son proteinas producidas por las
células y son altamente eficientes como catalizadores a valores de pH cercanos a la
neutralidad y a temperatura ambiente. Su participacion es vital en todas las diferentes rutas
metabolicas involucradas en la degradacidn, asimilacion y sintesis de biomoléculas asi como
en la produccién de energia y en todos los procesos de la reproduccidén de los organismos.
Todas estas funciones son necesarias para el desarrollo y conservacion de los organismos los
cuales, sin la participacion de las enzimas, moririan en espera de la degradacion espontanea y
transporte por difusion de los nutrimentos que necesitan (Scriban, 1985).

En todas las enzimas existe una region definida denominada sitio activo y en esta region
estan contenidos los grupos reactivos que van a ser responsables de la actividad catalitica
propia de la enzima. Las enzimas pueden funcionar en el citosol de la célula misma,
asociadas a membrana o bien, ser excretadas para llevar a cabo su funcién catalitica en el
medio que rodea a la célula. La regulacion de la expresion enzimatica es una respuesta
directa a los cambios que ocurren en el medio en el cual se encuentran las células. Esta
regulacion se da a nivel molecular por mecanismos de induccion y represion y a nivel
postraduccional por inhibicion de la enzima debido a la acumulacion de producto final.

Sin saberlo, durante muchos afios el hombre ha utilizado a las enzimas en una gran
cantidad de procesos para la elaboracién y fermentacion de alimentos y bebidas. Cuando por
fin se establecidé que las enzimas eran las responsables de estas catalisis y quedaron
demostradas sus caracteristicas biologicas ya mencionadas, se vislumbro6 el enorme potencial
de uso de su aplicacion en diferentes actividades econdmicas. Por estas razones se
desarrollaron técnicas en microbiologia, fisiologia y bioquimica para obtenerlas y
conservarlas con todas sus propiedades bioldgicas y asi poder utilizarlas en diversos

procesos industriales (Scriban R., 1985, Johnson, 1977).



Para que los bioprocesos en los cuales se utilizan las enzimas sean viables en cualquier
contexto industrial, deben ofrecer ventajas sobre los métodos de produccidn actuales contra
los cuales compiten (Crueger and Crueger, 1982; Gibbons, 1984). En general, para muchos
procesos las enzimas ofrecen las siguientes ventajas sobre los catalizadores quimicos:

a) Pueden funcionar en soluciones acuosas bajo condiciones de reaccion suaves de pH ,

temperatura y presion.

b) Presentan alta especificidad de sustrato sobre el cual actan.

c) Se pueden obtener en grandes cantidades, a pariir de microorganismos como

bacterias y hongos, con muy pocos requerimientos nutricionales.

Estas caracteristicas hacen de las enzimas biomoléculas de gran potencial para ser
empleadas con fines practicos en diferentes actividades en el sector productivo y en el de
Servicios.

Por las diversas propiedades que las enzimas presentan, actualmente se estan utilizando
industrialmente en una amplia variedad de aplicaciones que van desde la elaboracion a gran
escala de compuestos quimicos, hasta alimentos procesados que pueden adquirirse en
tiendas de autoservicio.

Las enzimas que se producen para la investigacion grado analitico o farmacéutico son
altamente purificadas y los costos para su produccion y venta son muy altos. Por otro lado
las enzimas que se utilizan con fines técnicos, como la preparacion de detergentes y
alimentos, no estan purificadas y es comiin que se utilicen los filtrados enzimaticos libres de
células tal como se obtienen en los procesos de produccion por lo que su costo es menor
que las enzimas grado analitico (Lowe, 1992).

Las enzimas que actualmente se producen a nivel comercial se han incorporado
paulatinamente en diversas areas de la industria alimenticia como las pectinasas para la
extraccion, clarificacion y reduccion de la viscosidad en jugos y néctares de frutas; en el area
quimica utilizan a las proteasas en la elaboracion de detergentes y, con fines terapéuticos, se
utiliza a la asparaginasa en tratamientos médicos contra la leucemia por citar un ejemplo

(Harms, 1991; Jennings and Beachman, 1990).



Es importante sefialar que el numero de enzimas que tienen un lugar bien definido en la
industria y se producen comercialmente es muy pequefio en relacién con la cantidad de
enzimas que son capaces de sintetizar las células o los microorganismos (aproximadamente
unas 30 de mas de 2000). Aun cuando se estan estudiando una gran cantidad de enzimas y
sus diferentes aplicaciones potenciales, la mayoria de estos trabajos se encuentran a nivel
laboratorio o planta piloto y todavia no ha sido posible utilizarlas a nivel comercial. Esto se
debe a que la mayoria de las enzimas son moléculas inestables a las que las temperaturas
altas y valores de pH extremos les provocan cambios en su estructura tridimensional y estas
alteraciones en su estructura traen como consecuencia que pierdan su actividad bioldgica o
catalitica. Ademas, son muy susceptibles de ser degradadas por proteasas, por otros
microorganismos o por condiciones fisicoquimicas extremas. Es por estas razones que
continia la investigacion biotecnologica de enzimas en aspectos tan diversos como la
seleccion de mejores microorganismos productores, optimizacion de los medios de
produccion, caracterizacion de las enzimas, mejoramiento genético de las cepas productoras
de enzimas, procesos de produccion y finalmente la incorporacion de un mayor nimero de
enzimas en diferentes actividades economicas (Biely et al, 1985; Ishaque and Kluepfel y
Kluepfel, 1981; Merivouri and Sands, 1989).

Las enzimas pueden obtenerse de cultivos de células de origen animal, vegetal o
microbiano. Sin embargo, los animales y plantas tienen el inconveniente de requerir de
mucho tiempo para llevar a cabo la duplicacion de su biomasa, por lo tanto, las células
animales y vegetales tienen limitaciones en la velocidad de crecimiento ya que requieren para
ello de unas 12 a 60 horas aproximadamente, son mas grandes, fragiles, complejas y a
menudo requieren de un soporte para su crecimiento, asimismo, son mas dificiles de aislar y
conservar que las células microbianas. Ademas las células animales tienen requerimientos
nutricionales mas complejos, los cuales en muchos casos no han sido completamente
definidos y algunas veces requieren de suero y hormonas para su crecimiento (Gibbons,

1984).



A diferencia de las células de organismos superiores, la capacidad bioquimica de los
microorganismos es muy grande y es posible aislar de ellos una amplia variedad. de
compuestos nuevos, asi como diversos tipos de biomoléculas. El tamafio de las células
microbianas varia de 1 a 10 micras; no requier-en de sustancias complejas como las hormonas
para la regulacion de su metabolismo; su tiempo de replicacion es corto en relacién con las
células animales; tienen un amplio margen de tolerancia hacia el medio que las rodea y
pueden crecer en suspension en una gran cantidad de medios nutritivos de composicién
quimica sencilla y muy amplia utilizando como sustratos o fuentes de carbono a una gran
variedad de compuestos organicos como azucares, alcoholes, aldehidos, aminoacidos, grasas
y desechos vegetales ricos en celulosa, hemicelulosa, pectina y xilanos.

1.2 Caracteristicas quimicas de los xilanos y su distribucién en la naturaleza

Los xilanos son polisacaridos heterogéneos que presentan una gran variabilidad en su
composicion y estructura quimica y que, después de la celulosa, son los biopolimeros mas
sintetizados en la biosfera por las plantas (Joseleau et al, 1992; Wong et al, 1988). Los
xilanos se ubican dentro de una clase de polisacaridos mucho mas grande y compleja
denominada hemicelulosas y son los prin;i{gales polisacaridos hemicelulésicos presentes en la
mayoria de las plantas (Biely, 1985)."_I_§]__térlni_no _d_e hemicelulosas engloba-a aquellos
polisacaridos de la pared de las células vegetales que estan muy asociados con la celulosa en
los tejidos lignificados y que, a diferencia de esta, se extraen por medio de agentes alcalinos
(Aspinall, 1959). Dentro de las hemicelulosas se han identificado otros grupos de
polisaciridos nombrados en base al tipo de azicar que predomina en su composicion
quimica, como los D-mananos; D-galactanos y L-arabinanos en los que el azicar
predominante en su composicion quimica es D-manosa, D-galactosa y L-arabinosa
respectivamente (Dekker and Richards, 1976; Wong et al, 1988; Aspinall, 1959). De esta
manera el término de xilanos se utiliza para denotar a aquellos polisacaridos en los que la
proporcion de unidades de D-xilosa es mayor que el resto de azicares que lo componen.

Se ha determinado que los xilanos estan compuestos por residuos D-xilanopiranosil

unidos entre si mediante enlaces 3-1,4. En la mayoria de las plantas terrestres de las que se
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han extraido y caracterizado los xilanos, se ha podido observar que todos presentan la
misma estructura basica, que es una cadena de (-1,4-D-xilosa. Se han identificado
diferencias en su estructura mas fina ocasionadas por el tipo y proporcion de los otros
aziicares que lo constituyen y que generalmente son: D-manosa, D-galactosa, L-arabinosa,
acido-D-glucorénico y su derivado el cido 4-O-metilglucoronico. La mayoria de las veces,
estos monomeros se encuentran presentes en forma de cadenas laterales unidas a la cadena
principal de unidades de D-xilosa por medio de enlaces a-glicosidicos (Aspinall, 1959,
Biely, 1985). Esta complejidad en su composicién y estructura quimica, le confiere a cada
grupo de xilanos diferentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas asi como diferencias
en su estructura quimica (Aspinall, 1959).

A diferencia de la celulosa que es un polimero de glucosa altamente cristalino, las
hemicelulosas, por ser polimeros de composicion quimica mas compleja, no son cristalinas
sino mas bien amorfas lo que les permite poseer una mayor flexibilidad que la celulosa
(Gilkes et al, 1991; Wayman, 1986). Los xilanos son sintetizados por las plantas y forman
parte de su pared celular junto con la celulosa (constituida por unidades de glucosa en forma
de fibras cristalinas e insolubles) y lignina (una compleja estructura polifendlica) ademas de
otros polisacaridos no celulosicos. Los xilanos interactiian quimicamente con los otros
componentes de las paredes celulares de los tejidos lignificados, en particular con las
microfibrillas de celulosa por medio de interacciones no covalentes del tipo de enlaces de
hidrogeno y con la lignina a través de uniones o enlaces covalentes (Thomson, 1993;
Joseleau et al, 1992; Wong et al, 1988).

Se ha propuesto que en la pared secundaria de las células vegetales los xilanos forman
una capa intermedia o interfase entre la celulosa y la lignina por medio de monocapas que
rodean a las fibras de celulosa. El grosor variable de las capas de hemicelulosas podria
explicar las diferencias en el engrosamiento microfibrilar de la celulosa, y por lo tanto, de la
pared celular (Young, 1986; Wong et al, 1988). Su cerrada asociacién con la lignina y la

flexibilidad dada por su composicion y estructura quimica, permiten que la funcion principal



de los xilanos en las plantas sea estructural y de soporte, contribuyendo en la rigidez y
flexibilidad de la pared celular de las plantas (Gong et al, 1981).

Se calcula que los xilanos constituyen de un 20% a un 40% de la fraccion total de
carbohidratos presentes en la naturaleza. El tipo, proporcién y distribucion de los xilanos en
las plantas es dependiente de la especie que lo sintetice, del estado y condiciones fisiologicas
de su desarrolio y del tipo de tejido en el que se encuentre (Gong et al, 1981; Wong et al,
1988).

El contenido de xilanos en hierbas y gramineas es aproximadamente del 40% (McCarthy
et al , 1985) y se caracterizan por tener residuos L-arabinofurandsidos enlazados como
unidades sencillas y formando cadenas laterales al esqueleto xilanopiranosil usualmente en la
posicion del carbono 3 de las unidades de xilosa (Thomson, 1993; Aspinall, 1959). En
algunos casos hay pequeiias cantidades de acido-D-glucoronico y/o acido-4-O-
metilglucoronico. En el caso de las maderas, sus xilanos se caracterizan por tener altos
contenidos de acido-D-glucoronico y acido-4-O-metilglucoronico, de un 8% a un 20%
aproximadamente, unidos en el carbono 2 de las unidades de D-xilosa de la cadena principal
de xilanos (Aspinall, 1959). Sin embargo, resulta dificil definir claramente una division
estructural entre estos dos grupos de xilanos.

Los desechos agroindustriales son practicamente materiales lignocelulosicos y son
subproductos que se obtienen de diferentes actividades agricolas y forestales en los que, una
vez que se han obtenido de ellos sus principales productos, conservan una gran cantidad de
CO3, fijado en las paredes celulares en forma de celulosa, lignina y xilanos. La proporcién de
estos componentes en los desechos agroindustriales es muy variable dependiendo de su
origen, asi como del proceso al cual han sido sometidos (Gong et al, 1981).

Los desechos lignocelulésicos mis comunes son: bagazos, pajas y rastrojos provenientes
de la agricultura; pulpas, fibras y cascaras de frutas y verduras generados por diferentes
agroindustrias adem4s de los materiales liberados de la madera como el asef‘n'n y virutas
producidas durante la industrializacion de los recursos forestales asi como la fabricacion y

procesamiento de la pulpa utilizada para la produccion del papel en la industria papelera
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(Blancas et al, 1984; Biely, 1985). Apreciables cantidades de xilanos estan presentes en
todos estos desechos agroindustriales y se calcula que son de un 20% a un 35%
aproximadamente del total de los carbohidratos contenidos en los residuos agricolas.

Esta importante fuente de carbono contenida en los materiales lignocelulosicos de los
desechos agroindustriales, especialmente la fraccion de xilanos, representa un sustrato
potencialmente importante para la produccién de proteina unicelular, compuestos quimicos,
combustibles y enzimas (du Toit et al, 1984; Wong et al, 1988; Enriquez et al , 1981; Brodel
et al, 1990; Rajoka and Malik, 1984).

Sin embargo la mayoria de las veces estos desechos agroindustriales se manejan como
desperdicio y son abandonados en terrenos cercanos al sitio de produccion o los depositan
en cuerpos de agua como arroyos y rios donde pueden ocasionar problemas de
contaminacion con el consiguiente efecto nocivo sobre el medio. Es en los cuerpos de agua
donde estos desechos pueden ser mas perjudiciales, ya que la mayoria de las veces llevan
consigo azicares solubles que pueden favorecer el crecimiento de la poblacion de
microorganismos ahi presentes, lo cual provoca que disminuya la concentracion de oxigeno
disuelto en el agua, creando un ambiente andxico que puede afectar al resto de organismos
que habiten en ese medio y por lo tanto dafiar al ecosistema en cuestion (Biely, 1985).

Actualmente, la conversion de los xilanos representa parte del esfuerzo que se esta
llevando a cabo a nivel mundial para desarrollar aguellos procesos enfocados hacia el
aprovechamiento de los materiales lignocelulosicos contenidos en los desechos
agroindustriales, los cuales ofrecen las ventajas de ser renovables debido a que son
constantemente producidos durante la fotosintesis y crecimiento de las plantas (Enriquez et
al , 1981; Biely, 1985), estan disponibles y son relativamente baratos

Los xilanos pueden ser convertidos en monosacaridos por hidrolisis quimica o
enzimatica. La hidrolisis quimica es rapida, pero va acompafiada por la formacion de
compuestos toxicos, como los compuestos fendlicos clorinados producidos durante la

eliminacion de los contenidos en la pulpa de papel, para el blanqueamiento de esta. Este tipo



de compuestos son altamente toxicos, resistentes a la biodegradacion y nocivos al medio al
que se liberan (Yang et al, 1992; Biely, 1985).

Por estas razones, se ha dado gran énfasis a la investigacion y desarrollo de los procesos
de bioconversion enzimatica que sean altamente eficientes para llevar a cabo la hidrolisis de
la hemicelulosa contenida en los desechos agroindustriales (Biely, 1985). Muchos grupos de
investigacion, incluido el nuestro, intentan explotar la capacidad de las enzimas microbianas
para llevar a cabo la bioconversion de los materiales lignoceluldsicos. Los productos
obtenidos por la hidrolisis enzimatica de estos materiales pueden, posteriormente, ser
convertidos en combustible liquido, proteina unicelular, solventes y en otros productos
quimicos utilizando otro tipo de microorganismos con capacidad fermentativa. Ademas,
estos procesos de bioconversion enzimatica de los xilanos son muy interesantes y atractivos
porque ayudan a eliminar los desechos agroindusfria]es producidos por las actividades
agricolas y forestales que pueden ser contaminantes (Wong et al, 1988).

En nuestro pais, uno de los desechos lignocelul6sicos méas abundantes es el bagacillo de
cafia, el cual es obtenido durante el proceso de extraccion del azicar en los ingenios
azucareros. La produccion anual en nuestro pais fue de 3900 toneladas de azicar con
704,500 toneladas de cafia molida que a su vez produjo aprox. 11,600,500 toneladas de
bagazo con 14.36% de fibra en cafia y 32.68% de cafia molida (Estadisticas Azucareras,
1989). Después de la extraccion de sacarosa de la caiia de azucar, queda en el bagazo de
cafia de un 30% a un 35% de hemicelulosas (du Toit et al, 1984). A diferencia del bagazo, el
cual se utiliza como combustible, para producir carton y papel (Prasad, 1992), para fabricar
tablas duras y como alimento para ganade (Estadisticas Azucareras, 1989), el bagacillo de
cafia es subutilizado.

Hasta ahora, la mayoria de las investigaciones dirigidas hacia el aprovechamiento
biotecnoldgico de este desecho se encuentran a nivel laboratorio y planta piloto. Nosotros
estamos interesados en utilizar el bagacillo de cafia, sin aplicarle ningun pretratamiento fisico
ni quimico, como sustrato de fermentacion para la produccion e inducciéon de enzimas

microbianas de interés comercial, particularmente para la producciéon de xilanasas, y en



algunos casos también celulasas y pectinasas, ya que en el bagacillo de cafia las
hemicelulosas contienen de un 60% a un 80% de xilanos (Gong et al , 1981).

1.3 Caracterizacion e importancia de las xilanasas W

Debido a los resultados satisfactorios obtenidos con las enzimas que se utilizan en
algunos procesos industriales, muchos grupos de cientificos continlian desarrollando trabajos
de investigacion con el proposito de incorporar una mayor cantidad de enzimas con
potencial de uso en aplicaciones comerciales. Tal es el caso de las xilanasas, las cuales
comenzaron a estudiarse como enzimas accesorias de los sistemas celuloliticos, en los que su
presencia permite una degradacion mas completa de los polisacaridos contenidos en los
materiales lignocelulosicos de los residuos vegetales. Al estudiar con mayor detalle estos
sistemas fue posible caracterizar a las xilanasas, entre otros tipos de hemicelulasas, las cuales
actian sobre un sustrato definido y caracterizado quimicamente como xilanos.

Ademas de tener importancia biologica, las enzimas xilanoliticas tienen un gran potencial
de aplicaciones biotecnoldgicas en diferentes actividades economicas (Biely et al, 1992;
Coughlan, 1992).

Se requiere de la accién sinergistica de diferentes tipos de enzimas del sistema
xilanolitico para llevar a cabo la hidrolisis completa de los xilanos. En base a las
investigaciones realizadas, se sabe que el sistema xilanolitico completo cuenta con diferentes
tipos de enzimas que atacan tanto los enlaces internos de la cadena principal de xilanos,
como los xilooligosacaridos mas pequefios resultantes de esta hidrélisis, los dimeros de
xilosa y las ramificaciones laterales (Reilly, 1981; Biely, 1985; Coughlan, 1992).

Las enzimas hidroliticas que separan las cadenas laterales o ramificaciones de los xilanos
se consideran accesorias del sistema xilanolitico ya que liberan dichas ramificaciones. Cabe
mencionar que existe una gran diversidad de este tipo de enzimas accesorias debido a la
diversidad de cadenas laterales y sus tipos de uniones con la cadena principal en los xilanos
(Biely, 1985; MacKenzie et al, 1987, Biely et al, 1986; Copa-Patifio et al, 1993; Biely et al,
1992)



Las enzimas més conocidas y mejor estudiadas de los sistemas xilanoliticos por su
importancia practica son las endo-1,4-B-xilanasas o xilanasas las cuales atacan la cadena
principal de los xilanos asi como las P-xilosidasas, las cuales hidrolizan los pequefios
xiloligosacaridos o dimeros de xilosa para obtener de ellos unidades de D-xilosa (Biely,
1985; Dhalberg et al, 1993; Dekker and Richards, 1976; Pou-Linas and Driguez, 1987,
Copa-Patifio et al, 1993; Morag et al, 1990; Khanna and Garui, 1993, Yasui et al, 1984;
Okazaki et al, 1984; Biely et al, 1992).

Las enzimas xilanoliticas se clasifican dependiendo del tipo de enlace que ataquen y han
sido designadas de la siguiente manera:

*Endoxilanasas (CE 3.2.1.8 [(1-4)-B-D-xilan-xilanohidrolasa].- Este tipo de enzimas
rompen las uniones B-1,4-xilosidicas internas que hay a lo largo de las moléculas de xilanos.
Se ha propuesto que el ataque llevado a cabo por este tipo de enzimas a los enlaces
xilosidicos es al azar, pero factores como el tamafio de los xilanos, la distribucién y densidad
de las cadenas laterales y el tipo de moléculas de azucares que las componen, como la
arabinosa 0 manosa por mencionar algunos, pueden favorecer o impedir su actividad
hidrolitica (Reilly, 1981). Algunos investigadores han propuesto que algunas endoxilanasas
tienen la capacidad de hidrolizar las cadenas laterales de los xilanos, pero no se ha
comprobado que todas posean este tipo de actividad.

*8-Xilosidasa (CE 3.2.137 [(1-4)-B-D-xilan-xilohidrolasa).-Rompen  pequefios
xiloligosacaridos o dimeros de xilosa hasta unidades de D-xilosa, no actian sobre las
cadenas grandes de xilanos y algunas veces presentan actividad tipo transferasa (Win et al,
1988; Reilly, 1981).

*Exoxilanasas (CE 3.2.1.37 [(1-4)-B-D-xilan-xilohidrolasa].- Actian sobre xilanos y
oligosacéridos grandes de xilosa atacando la porcion terminal no reducida de la cadena
principal. No hay evidencia concluyente de que el producto final de su hidrolisis sea

xilobiosa o xilosa y a diferencia de la fB-xilosidasa, no presentan actividad de transferasa.

(Reilly, 1981).
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Cabe sefialar que hasta el momento no se han podido diferenciar claramente las B-
xilosidasas y las exoxilanasas. Ambas tienen la misma clasificacion dada por la comision de
la International Union of Biochemystry (IUB) y se ha sefialado que algunas f-xilosidasas
que actian sobre moléculas grandes de xilanos y no sobre dimeros de xilosa, son
denominadas exoxilanasas pero ain hace falta confirmar experimentalmente si son o no
diferentes tipos de enzimas.

Alin no se ha definido claramente el mecanismo de accion de las xilanasas. Se ha
propuesto que el grupo reactivo de un acido aspartico (Asp) o glutamico (Glu) en el sitio
activo de la enzima, es el responsable del rompimiento de los enlaces B-1;4 internos del
esqueleto xilanopiranosil. Posteriormente se disocia una molécula de agua para reprotonar el
grupo acido del aminoacido reactivo (Asp, Glu) localizado en el sitio activo de la enzima, y
el ion hidroxilo restante se une al ion carbonio, quedando el azicar liberado con un grupo
reductor (Coughlan, 1992; Marui et al, 1993).

Los microorganismos a menudo producen mas de un tipo de xilanasas. Estas difieren en
el peso molecular, contenido de aminoacidos, punto isoelectrico, perfiles de tolerancia a pH
y temperatura, presencia y contenido de carbohidratos asi como en su afinidad hacia el
sustrato, El mecanismo de regulacion de su sintesis, las modificaciones postraduccionales de
las enzimas y el hecho de que muchas de estas xilanasas son el producto de los diferentes
genes presentes en los microorganismos, pueden ser considerados los factores que ocasionan
la multiplicidad de las xilanasas. No hay que rechazar la posibilidad de que muchas de las
xilanasas multiples reportadas sean alozimas, es decir, producto de diferentes alelos del
mismo gen. Esta multiplicidad en las xilanasas posiblemente sea una respuesta de los
microorganismos a la gran diversidad de xilanos que existen en la naturaleza para que, de
esta manera, tengan la capacidad de utilizar una amplia variedad de materiales
lignoceluldsicos, lo que les otorga mayores posibilidades de adaptacién en caso de que
ocurran cambios drasticos en el medio en el que viven (Biely, 1985, Wong et al, 1988).

Adn cuando se ha reportado la presencia de endoxilanasas intracelulares y asociadas a la

célula (Saxena et al, 1991), la mayoria de las endoxilanasas son extracelulares. La capacidad
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de los microorganismos de excretar las endoxilanasas al medio en el que crecen es una
estrategia que les permite utilizar eficientemente la fuente de carbono que representan los
xilanos que se encuentran en el medio que los rodea. Por medio de las xilanasas
extracelulares, se puede llevar a cabo una degradacion parcial de los xilanos extracelulares
que son demasiado grandes para entrar completos a la célula y asi, los pequefios oligobmeros
de xilosa obtenidos de la hidrélisis parcial de estos xilanos, pueden pasar a través de la
membrana celular al interior de los microorganismos en donde se completa su degradacion.
El hecho de que las endoxilansas se excreten al medio se considera ventajoso desde el punto
de vista practico, ya que pueden obtenerse directamente de los filtrados de las
fermentaciones sin que haya necesidad de aplicar métodos especiales para romper las células
y liberar a la enzima (Roger and Nakas, 1989; MacKenzie et al, 1987, Morosoli et al, 1986;
McCarthy et al, 1985; Biely, 1985, Smith and Wood, 1991; Pou-Linas and Driguez, 1987,
Hrmovi et al, 1989; Ball and McCarthy, 1989; Biely and Petrakova, 1984).

Por lo general, la biosintesis de las xilanasas es inducible y muchos trabajos de
investigacion se han enfocado en la busqueda y seleccion de los inductores especificos, tanto
de origen natural como sintético, que favorezcan y mejoren la produccion de xilanasas (Pou-
Linas and Driguez, 1987; Fernandez-Espinar et al, 1992; Hrmova et al, 1991; Kawaminami,
1969; Marui et al, 1985; Biely and Petrakova, 1984). En algunos casos se ha encontrado que
los isémeros posicionales de las moléculas inductoras inducen mejor que los productos o
sustratos naturales (Biely and Petrakova, 1984; Nakanishi and Yasui, 1990; Hrmova et al,
1984). Cabe mencionar que algunos microorganismos son capaces de producir xilanasas
constitutivamente (Brodel et al, 1990, Wang et al, 1992). Se ha propuesto que estas
xilanasas constitutivas degradan parcialmente los xilanos que estan en el medio que rodea a
los microorganismos que las excretan. Esto es debido a que los grandes sustratos
poliméricos como los xilanos son incapaces de entrar a la célula atravesando la membrana
plasmatica y actuar como inductores. Por esta razon las células deben recibir la sefial para
iniciar la sintesis de las xilanasas extracelulares por medio de oligomeros de aziicares de bajo

peso molecular, derivados de las grandes cadenas de xilanos, como la xilobiosa. Estas
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pequeiias cadenas de aziicares se forman por la accién hidrolitica sobre los xilanos de las
endoxilanasas extracelulares producidas constitutivamente.

Se ha reportado la presencia de xilanasas en bacterias de ambientes marinos y terrestres
(Dhalberg et al, 1993; Dekker and Richards, 1976); en hongos saprofitos, fitopatogenos y
micorrizicos; en bacterias y protozoarios del rumen de animales forrajeros y del tracto
intestinal de insectos y en el jugo digestivo de moluscos y crustaceos aunque en estos dos
ultimos su origen no es muy claro. También se ha reportado su presencia en algas marinas y
en semillas en germinacion de plantas terrestres (Dekker and Richards, 1976). El hecho de
que organismos tan diferentes entre si posean endoxilanasas, demuestra la importancia de los
xilanos en la naturaleza, no solo como elementos estructurales de los tejidos vegetales, sino
también como sustratos para muchos y diferentes procesos metabolicos.

La importancia biologica de las xilanasas radica en su participacion, junto con otras
enzimas, en la reincorporacion al ciclo del carbono del CO, ambiental. Este es fijado por las
plantas en sus paredes celulares como xilanos y para que posteriormente pueda ser
reutilizado por otros organismos es hidrolizado por las endoxilanasas que secretan los
microorganismos xilanoliticos que hay en el ecosistema. Los microorganismos simbi6ticos y
patogenos de plantas asi como los saprofitos, son los productores mas importantes de
enzimas xilanoliticas que hay en la naturaleza. Es importante en estos organismos la
presencia de xilanasas, junto con otras enzimas glicosidicas, para eliminar la barrera
mecanica que representan los xilanos en la pared celular de las células vegetales y poder
introducirse en la planta (Wong et al, 1988; Reilly, 1981). Cuando los microorganismos
establecen relaciones simbiéticas con algunos animales forrajeros, secretan xilanasas que
participan simultaneamente con las celulasas en la hidrolisis del forraje que consumen los
animales con los que han establecido la simbiosis, favoreciendo la digestion de la fibra
forrajera (Cotta, 1993) y permitiendo para ambos una mayor eficiencia en el
aprovechamiento de carbohidratos. Los hongos micorrizicos también pueden presentar
actividad xilanolitica, la cual aparentemente es cuidadosamente controlada permitiendo la

invasion del hongo a la planta sin causarle dafio masivo a la raiz (Wong et al, 1988).
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Las xilanasas extracelulares de los microorganismos sapréfitos que habitan en el suelo
son las que posiblemente tengan la mayor importancia bioldgica, ya que estas enzimas estan
involucradas en la descomposicion de los desechos vegetales acumulados, mediante la
hidrolisis de los xilanos de alto peso molecular en cadenas de azicares més pequefios para
que de esta manera puedan ser utilizados por una mayor variedad de microorganismos en
diferentes procesos metabélicos.

Durante los tltimos afios, los sistemas xilanoliticos han sido estudiados intensamente por
el gran potencial biotecnologico que tienen, junto con los sistemas enzimaticos celuloliticos
y pectinoliticos, para utilizarse en la hidrolisis enzimatica de los materiales lignocelulosicos
que hay en los desechos agricolas, en la clarificacion de jugos y licuefaccion de frutas y
verduras. Otra importante aplicacion potencial de las xilanasas es en los procesos de
eliminacion de xilanos presentes, junto con la celulosa, durante la extraccion de la pulpa de
celulosa para la elaboracion de papel en lugar de su extraccion alcalina, y en el
pretratamiento de la pulpa para mejorar su blanqueamiento, procesos en los que deben estar
ausentes enzimas con actividad celulolitica (Biely, 1985; Gomes et al, 1993; Wong et al,
1988; Purkarthofer et al, 1993; Roberts et al, 1992; Paice et al, 1991; Yang et al, 1992).

1.4 Fuentes microbianas de xilanasas

Para llevar a cabo cualquier aplicacion biotecnologica de las xilanasas, es necesario
contar con fuentes de las cuales obtener estas enzimas que sean capaces de producirlas en
forma rapida, economica, constante, con especificaciones apropiadas para los fines que se
persigan. Ademas las enzimas obtenidas tienen que ser de facil recuperacion y el proceso de
produccion debe ser reproducible. De entre todos los organismos productores de xilanasas,
los microorganismos son las fuentes mas confiables y utilizadas para obtener estas enzimas
ya que retnen las ventajas anteriormente sefialadas, en particular los hongos y las bacterias.
(Ball and McCarthy, 1989; Biely, 1985; Dekker and Richards, 1976).

Muchas especies de hongos filamentosos se han estudiado por su capacidad para
producir xilanasas. Las investigaciones hechas al respecto se han enfocado principalmente en

la caracterizacion de cepas productoras y optimizacion de los medios para su produccién
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(Copa-Patifio et al, 1993; Purkarthofer et al, 1993; Bailey et al, 1993; Haltrich et al, 1993;
Fernandez-Espinar et al, 1992) en la prueba y seleccion de los mejores inductores necesarios
para la sintesis de xilanasas (Hrmova et al, 1984; Pou-Linas and Driguez, 1987; Hrmova et
al, 1986; Hrmova et al, 1991) y en la caracterizacion y purificacion de xilanasas termofilicas
(Ghosh and Nanda, 1993; Purkathofer, 1993; Gomes et al, 1993; Ghosh et al, 1993,
Fernandez-Espinar et al, 1993; Gomez de Segura and Feure, 1993; Li et al, 1993). Aunque
en menor medida, también se han hecho trabajos a nivel molecular para conocer los genes de
las xilanasas y sus mecanismos de regulacion (Graaf et al, 1992; Smith and Wood, 1991).

Algunos de los hongos mas estudiados por su capacidad de producir xilanasas son
especies de los géneros: Aspergillus (Ghosh and Nanda, 1993; Fernandez-Espinar et al,
1993; Smith and Wood, 1991; Hrmova et al, 1991; Fernandez-Espinar et al, 1992; Ghosh et
al, 1993; Hrmova et al, 1991, Poutanen et al, 1987); Thermomyces (Purkarthofer et al,
1993; Gomes et al, 1993); Neocallimastix (Gomez de Segura and Feure, 1993),
Aureobasidium (Li et al, 1993; Acufia, 1991; Poutanen et al, 1987); Pullularia (Pou-Linas
and Driguez, 1987) Phanerochaete (Copa-Patifio et al, 1993).

Por lo general, los hongos filamentosos excretan sus enzimas endoxilanoliticas al medio
en el que se encuentran, junto con otras enzimas glicosidicas (Hrmova et al, 1991;Copa-
Patifio et al, 1993, Hrmova et al, 1986; Haltrich et al, 1993; Hrmova et al, 1989) por lo que
estos filtrados crudos libres de células, se utilizan cominmente para llevar a cabo la
hidrélisis de materiales lignocelulésicos, o bien, de ellos se purifican las enzimas xilanoliticas
cuando desean caracterizar este tipo de actividad (Copa-Patifio et al, 1993, Fernandez-
Espinar et al, 1993; Li et al, 1993; Goémez de Segura and Feure, 1993). Sin embargo, por el
interés que existe de incorporarlas en el proceso del blanqueamiento de la pulpa de papel,
parte de las investigaciones se han orientado hacia la produccion de filtrados crudos de
xilanasas libres de actividad celulolitica (Fernandez-Espinar et al, 1992; Haltrich et al, 1993,
Fernandez-Espinar et al, 1993; Ghosh, 1993; Gomes et al, 1993; Purkarthofer et al, 1993,
Ghosh et al, 1993).



Las xilanasas fungicas son inducibles por xilanos, desechos agroindustriales de tipo
lignoceluldsico y en algunos casos, por materiales celulésicos (Hrmova et al, 1986; Ghosh,
1993; Hrmova et al, 1989) y es comun que se produzcan junto con las B-xilosidasas
(Hrmova et al, 1991; Ghosh, 1993); algunas veces su actividad enzimatica es baja (Hrmova
et al, 1986, Copa-Patifio et al, 1993; Hrmova et al, 1989; Ghosh, 1993; Haltrich et al, 1993)
aunque se han reportado cepas que producen enzimas con buena actividad xilanolitica
(Fernandez-Espinar et al, 1993; Hrmova et al, 1991, Fernandez-Espinar et al, 1992; Gomes
et al, 1993; Bailey et al, 1993). El rango de valores de pH éptimos en el que actdan es 4cido,
de 4.0 a 6.5 aproximadamente, con tendencia a l1a neutralidad, (Copa-Patifio et al, 1993;
Fernandez-Espinar et al, 1993; Ghosh, 1993; Purkarthofer et al, 1993, Gomes et al, 1993, Li
et al, 1993; Gomez de Segura and Feure, 1993) y su rango de temperaturas optimas es de
300C a 650C (Fernandez-Espinar et al, 1992, Gomes et al, 1993, Ghosh, 1993; Gomez de
Segura and Feure, 1993).

En el caso de las bacterias productoras de xilanasas se han realizado investigaciones
similares a las hechas con los hongos. La mayoria de los trabajos han sido para la
optimizacion y seleccion de los medios para la produccion de las xilanasas (Kluepfel et al,
1986; MacKenzie et al, 1987); purificacion y caracterizacion de las enzimas (Khanna and
Garui, 1993; Dung et al, 1993; Kluepfel et al, 1986) y, en el caso de las xilanasas
bacterianas, se han hecho trabajos de biologia molecular y clonacion de los genes de
xilanasas de diversos microorganismos utilizando Escherichia coli como organismo receptor
(Lee et al, 1993; Malburg et al, 1993; Paradis et al, 1993; Bhalerao et al, 1990).

Las xilanasas bacterianas generalmente son inducibles con xilanos, con materiales
lignoceluldsicos y con mondomeros y oligomeros de xilosa (Khanna and Garui, 1993; Saxena
et al, 1991; Dung et al, 1993, Bhalerao et al, 1990; MacKenzie et al, 1987; Nakanishi and
Yasui, 1980; Rajoka and Malik, 1986), salvo ciertas xilanasas reportadas en Clostridium y
Streptomyces (Brodel et al, 1990, Wang et al, 1992) cuya expresion es constitutiva. Al igual
que las xilanasas fiingicas su intervalo optimo de temperatura se encuentra entre los 40°C y

550C (Saxena et al, 1991; Okazaki et al, 1984; Dung et al, 1993; Rajoka and Malik, 1984),
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excepto algunas xilanasas termofilicas que tienen su maxima actividad entre los 55°C y
70°C (Dhalberg et al, 1993; Lee et al, 1993, Kluepfel et al, 1986). Donde existe mayor
diferencia con respecto a las xilanasas flingicas es en el margen de pH Optimo en el que
pueden trabajar y que va de valores neutros a alcalinos, de 6.5 a 10.0 (Okazaki et al, 1984,
Saxena et al, 1991; Lee et al, 1993; Rajoka and Malik, 1984, Kluepfel et al, 1986), salvo una
especie de Aeromonas cuya xilanasa tiene su pH optimo en valores acidos (Dung et al,
1993) y en que algunas de las bacterias productoras de estas enzimas producen miiltiples
xilanasas (Dung et al, 1993; Khanna and Garui, 1993; Dhalberg et al, 1993; Malburg et al,
1993; Nakanishi and Yasui, 1980, Wang et al, 1992)

Otra diferencia interesante es que algunas de las cepas bacterianas productoras de
xilanasas requieren ambientes anaerobicos para producirlas (Lee et al, 1993; Brodel et al,
1990;) cosa que no sucede con las cepas de hongos utilizadas, que son aerobicas.

Entre los sistemas bacterianos estudiados por su capacidad para producir enzimas
xilanoliticas estan los géneros: Bacillus (Okazaki et al, 1984; Akiba and Horikoshi, 1988);
Cellulomonas (Khanna and Garui, 1993; Saxena et al, 1991, Rajoka and Malik, 1984;
Bhalerao et al, 1990, Rajoka and Malik, 1986), Micrococcus (Saxena et al, 1991);
Aeromonas (Dung et al, 1993), Rhodothermus (Dhalberg et al, 1993);
Thermonoaerobacterium (Lee et al, 1993), Fibrobacter (Malburg et al, 1993; Paradis et al,
1993) Cytophaga (Haak and Breznak, 1993), Clostridium (Brodel et al, 1990; Morag et al,
1990;) y Streptomyces (Kluepfel et al, 1986, MacKenzie et al, 1987, Nakanishi and Yasui,
1980).

El género de Streptomyces engloba a bacterias aerobicas gram-positivas, no patogenas,
con crecimiento o desarrollo micelial semejante al de los hongos, que usualmente habitan en
el suelo y por lo general son relativamente faciles de aislar (Anné and Van Mellaerrt, 1993)

El género Streptomyces incluye cierto nimero de especies que se usan corrientemente
en aplicaciones biotecnologicas que abarcan desde la produccién comercial de antibidticos
hasta la produccion de enzimas con potencial para llevar a cabo la bioconversion de residuos

agricolas en compuestos quimicos (Crawford, 1988). Durante los tltimos afios, las especies
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de este género, han sido reportadas continuamente por ser fuentes prolificas de antibioticos,
esto es debido a que mas del 60% de los aproximadamente 6000 antibidticos de origen
microbiano son producidos principalmente por estreptomicetos (Anné and Van Mellaerrt,
1993). Como resultado de la manipulacion biotecnolégica de la que han sido objeto los
estreptomicetos, se dispone de informacion referente a los parametros de fermentacion
basicos que son necesarios para obtener de ellos ciertas proteinas bioactivas y su sistema
genético esta relativamente bien estudiado y conocido (Crawford, 1988), por lo que algunos
grupos de investigacion estan intentado utilizar algunas especies de Streptomyces como
vectores para la obtencion de proteina heterologa en lugar de Escherichia coli (Anné and
Van Mellaerrt, 1993).

Ademas de los antibidticos, muchas especies de Streptomyces también secretan
inhibidores de enzimas (Anné and Van Mellaerrt, 1993) y proteinas extracelulares,
incluyendo enzimas hidroliticas. Entre las enzimas de este tipo que secretan los
estreptomicetos, y que son interesantes por el potencial biotecnologico que presentan, se
encuentran las xilanasas. Algunas investigaciones de busqueda de cepas productoras de
xilanasas se han concentrado en especies del género Streptomyces.

1.5 Caracteristicas de las xilanasas de Streptomyces

Las xilanasas de los estreptomicetos no han sido tan estudiadas como las de los hongos
filamentosos (Okeke and Paterson, 1992) o las de ciertos grupo de bacterias. Sin embargo,
las enzimas xilanoliticas suelen estar presentes en algunos estreptomicetos que tienen
actividad celulolitica asi como en ciertas especies aisladas de ambientes naturales como el
suelo o desechos vegetales en estado de descomposicion, con altos contenidos de
hemicelulosas.

Las investigaciones sobre las xilanasas de estreptomicetos hechas durante los altimos
afios abarcan diversos aspectos de su estudio como la seleccion de nuevas cepas
productoras, la optimizacion de los medios de cultivo para mejorar su produccion; la
purificacion, caracterizacion y modificacion quimica de las xilanasas obtenidas y la

secuenciacion y clonacion de los genes especificos de las xilanasas.
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La mayoria de las especies de Streptomyces reportadas requiere de medios de cultivo

complejos que contengan diferentes sales minerales, ademas de complementos nutricionales
k]

como extracto de levadura o proteosa peptona para que el microorganismo crezca (ver

Cuadro 1) y haya una buena produccion de xilanasas (Morosoli et al, 1986; Grabski and

Jeffries, 1991; Jhonson et al, 1988; MacKenzie et al, 1987, Nakajima et al, 1984; Ishaque

and Kluepfel, 1981; Kluepfel et al, 1986; Okeke and Paterson, 1992).

CUADRO 1

Composicion de los medios utilizados para la produccion de xilanasas extracelulares

de diferentes cepas de Strepfontyces en fermentaciones sumergidas

ESPECIE SALES MINERALES FUENTE DE COMPLEMENTOS
NITROGENO ORGANICOS

Streptomyces flavogriseus 33331 ATCC. |KHPO4:K2HPOy4; (NH4)2504 | Proteosa peptona, extracto
S. olivochromogenes NRCC 2258, MgS0O4 7H20.  CaClH20 de levadura.
Streptomyces C248; Streptomyces C254 | Solucion de elementos traza
(MacKenzie et al, 1987; Jhonson et al.
1988))
Streptomyces flavogriseus |AFCD-45 KH7POy, K2HPOy4: | (NH4)2504 | Proteosa peptona, extracto
Mutante (Ishaque and Kluepfel, 1981) MgSO4 7TH20:  CaClH0 de levadura.

Solucion de elementos traza
Streptomyces lividans 1326 (Morosoli et { KHyPOy4, K2HPOy4: | (NH4)2504 | Proteosa peptona extracto
al, 1986; Kluepfel et al, 1986) MgSO4 7H20;  CaCl'Hp0 de levadura.

Solucién de elementos traza
Streptomyces EC22 KHyPOy4. KCk | NH2NO3 Extracto de levadura
(Ishaque and Kluepfel, 1981) MgSO4 7TH20; CaCl'Hy0.

Na Cl. NHyNO3.CaCl'H>O
Streptomyces KT-23 KH3POy4. MgS04 7TH70. | (NH4)2804 | Extracto de levadura
(Nakajima et al, 1984) FeSO4 7TH,0.
Streptomyces sp CH-M-1035 ‘IKH2PO4 (NH4)2804 |} No requiere
Este trabajo Urea

Componentes del medio utilizado en esta investigacion y los

medios reportados

bibliograficamente para la produccion de xilanasas extracelulares de diferentes cepas del

género Streptomyces.




Por lo general la temperatura utilizada en las fermentaciones para la produccion de
xilanasas extracelulares con algunos Strepfomyces abarca un intervalo de 30°C a 37°C salvo
para Streptomyces CE 22 (Okeke and Paterson, 1992), el cual requiere de una temperatura
de 50°C para la produccion de xilanasas. En el caso del pH 6ptimo para la produccién de
estas enzimas el valor mas comunmente reportado es de 7.0, aunque Vyas en 1990 report6
para la especie Streptomyces VP-5 un pH inicial de 10.0 para la produccion de xilanasas.

Entre las especies de Streptomyces mas reportadas en la literatura para la produccion de
enzimas xilanoliticas se encuentran Streptomyces lividans (Morosoli et al, 1986, Kluepfel et
al, 1986), Streptomyces olivochromogenes y Streptomyces flavogriseus (Ishaque and
Kluepfel, 1981; MacKenzie et al, 1987; Jhonson et al, 1988). Otras especies de este género
que han sido reportadas y estudiadas como buenas productoras de xilanasas, generalmente
han sido aisladas y caracterizadas por el investigador que las reporta como en el caso de
Streptomyces sp 3137 (Nakanishi and Yasui, 1980), Streptomyces K7-23 (Nakajima et al,
1984) y Streptomyces VP-5 (Vyas et al, 1990).

Se han reportado especies de Streptomyces productoras de celulasas que también son
capaces de producir xilanasas ya sea utilizando materiales celulésicos (Okeke and Paterson,
1992) o hemicelulosicos (Ishaque and Kluepfel, 1981). Sin embargo, debido al.interés que
ha surgido en los Gltimos afios de utilizar filtrados de xilanasas libres de células sin actividad
celulolitica, por su posible aplicacion en los procesos de bioblanqueamiento de la pulpa de
celulosa utilizada para la fabricacion del papel, las investigaciones se han enfocado en el
estudio de cepas de Strepfomyces que no produzcan enzimas celuloliticas durante la
produccion de xilanasas al crecer al microorganismo sobre xilanos aislados como los de
avena, arabinoxilanos de arroz, asi como cascarilla de trigo, tal es el caso de Strepromyces
roseiscleroticus (Grabsky, 1991), Streptomyces 3137 (Marui et al, 1985), Streptomyces K-
23 (Nakajima et al, 1984), Streptomyces flavogriseus (Jhonson et al, 1988; MacKenzie et al,
1987) y Streptomyces VP-5 (Vyas et al, 1990).

No han sido muchos los reportes de Streptomyces en los que se hayan utilizado

materiales lignoceluldsicos como sustratos e inductores para la produccion de xilanasas, sin
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embargo, se encuentran los trabajos de Jhonson en 1988 y MacKenzie en 1987 quienes
trabajando con Streptomyces flavogriseus 3331ATCC y Streptomyces olivochromogenes
NRCC 2288 utilizaron cascarilla de trigo tratada quimicamente como fuente de carbono para
la obtencion de xilanasas extracelulares; Ishaque and Kluepfel en 1981 utilizo heno e
hidrolizados de heno para la produccion de las xilanasas de Streptomyces flavogriseus; Vyas
en 1990 utilizd cascarilla de trigo sin ningun pretratamiento fisico ni quimico para la
produccion de xilanasas con la cepa Streptomyces VP-5. Asimismo, Nakajima en 1984 aislo
los arabinoxilanos de la cascara de arroz para la produccion de xilanasas con la cepa
Streptomyces KT-23.

La utilizacion del bagazo de la cafia de aziicar como sustrato y fuente de carbono para la
produccion de enzimas celuloliticas y hemicelulosicas fue reportada en 1985 por Van Zyl y,
aunque su trabajo se enfocod principalmente hacia la produccién de celulasas de
Streptomyces albogriseolus y S. nitrososporeus, por el anilisis de los productos de la
hidrélisis se observaron pequefias cantidades de xilosa, probablemente debido a la hidrélisis
enzimatica de los xilanos contenidos en el bagazo por xilanasas. En 1988, Johnson y
colaboradores utilizaron como fuente de carbono a el bagazo de cafia para obtener xilanasas
extracelulares de varias cepas de Streptonyces con no muy buenos resultados. Cabe sefialar
que el bagazo de cafia, es basicamente la corteza del tallo de la planta, esta constituido por
fibras mas grandes que las del bagacillo y tiene un alto contenido de lignina. A diferencia del
bagazo, el bagacillo de cafia forma parte de la matriz de fibras y parénquima localizada en la
region medular de la cafia, esta formado por particulas de menor tamafio que el bagazo de
caiia y tiene un alto contenido de xilanos. Estas caracteristicas se consideran ventajosas
desde el punto de vista biotecnoldgico ya que es posible utilizarlo sin ningin tratamiento
fisico ni quimico para eliminar la lignina que contiene, fragmentarlo y exponer las fibras con
xilanos al ataque microbiano o enzimatico. El bagacillo de cafia ademas se maneja como
desperdicio y al acumularse en las zonas cercanas al sitio en donde se produce ocasiona

problemas de contaminacion, principalmente en rios y arroyos.
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Como ya se menciono anteriormente, la utilizacion del bagacillo de cafia como sustrato
para la produccién de enzimas xilanoliticas es muy interesante ya que este desecho
agroindustrial es barato, esta disponible y por el tamafio de las particulas que lo constituyen
es mas susceptible que el bagazo de cafia al ataque microbiano. En nuestro pais, la industria
azucarera arroja aproximadamente 11,621,000 toneladas anuales de bagazo y bagacillo de
cafia los cuales contienen aproximadamente en 70% de celulosa y hemicelulosa (Ortega,
1992) que no son aprovechados. Después de la extraccion de la sacarosa de la cafia de
azucar, queda en el bagacillo de cafia diferentes elementos nutritivos ademas de un 30% a un
35% de hemicelulosas, las cuales contienen de un 60% a 80% de xilanos, estas
caracteristicas se consideran como ventajas potenciales del bagacillo de cafia para diferentes
aplicaciones biotecnologicas. Considerando el porcentaje de xilanos en el bagacillo de caiia,
es de extraflarse que no haya reportes de su utilizacion como sustrato e inductor de
xilanasas.

En nuestro laboratorio, una de las principales lineas de investigacion ha sido la busqueda
y caracterizacion de nuevos microorganismos productores de enzimas glicosidicas de
importancia en la industria alimentaria (Aguilar and Huitron, 1987; Larios et al, 1989;). El
aislamiento de dichos microorganismos se ha llevado a cabo en regiones cercanas a las zonas
donde existen agroindustrias establecidas, las cuales procesan grandes cantidades de cultivos
como la cafia de azicar y el limon, arrojando desechos agroindustriales con altos contenidos
de materiales celulosicos y hemiceluldsicos. El aistamiento de los microorganismos se ha
realizado con la intencion de obtener a aquellos que tienen la mayor capacidad de utilizar
estos desechos como fuente de carbono o sustrato y que ademas, por estar adaptados
naturalmente a ese medio, sean capaces de utilizar los desechos agroindustriales propios de
la zona como el bagacillo de caiia.

La produccién de enzimas por microorganismos nativos a partir de este tipo de
sustratos, podria ser mejor que la de algunas cepas de coleccion que no sean de la region y

por lo tanto no estén adaptadas a ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de la zona.
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Por otro lado, hay que sefialar que en México no se lleva a cabo la produccién industrial
de enzimas xilanoliticas, ni otro tipo de enzimas glicosidicas de interés comercial como las
celulasas y pectinasas, ain cuando existe una demanda creciente de estas enzimas en el
mercado y sustratos para producirlas.

En este laboratorio se aislo y selecciond una cepa bacteriana identificada como
Streptomyces sp CH-M-1035 (Jiménez G., datos no publicados). Este actinomycete fue
aislado del suelo cercano a una zona de cultivo intensivo de cafia en el estado de Morelos.
Sus caracteristicas mas sobresalientes son su adaptacion al bagacillo de cafia para obtener de
él todos los nutrimentos que necesita para crecer y reproducirse y su capacidad para
producir filtrados con mayor actividad xilanolitica extracelular, inclusive que otros hongos
estudiados en el laboratorio (Acuiia, 1991). Otra caracteristica interesante que presenta es su
requerimiento minimo de nutrimentos en el medio de cultivo en el cual crece a diferencia de
otras especies reportadas en la bibliografia, como se puede ver en el cuadro 1, las cuales
requieren de la adicién de elementos traza, varias sales minerales y complementos
nitrogenados organicos mas complejos para crecer y producir xilanasas.

Nuestro Streptomyces tiene la capacidad de crecer en medio minimo salino con xilanos
purificados como unica fuente de carbono y producir xilanasas extracelulares a 37°C y
valores de pH 6ptimos entre 6.5 y 7.0. Ademas, tiene la capacidad de utilizar bagacillo de
cafia como Unica fuente de carbono, sin ninglin tratamiento fisico ni quimico previo. En un
medio salino minimo las xilanasas que produce las secreta al medio en el cual crece, por lo
que no hay necesidad de aplicar ningin procedimiento de rompimiento celular y separacion
para obtener las enzimas, ya que por filtracion se puede obtener el filtrado enzimatico activo
pero libre de células.

Por estas caracteristicas que presenta el Strepfomyces sp CH-M-1035 lo consideramos
como un microorganismo productor de xilanasas con potencial de utilizarlo para la
produccion de estas enzimas en mayor escala. Debido a que este microorganismo es capaz
de utilizar el bagacillo de cafia sin ningin pretratamiento como unica fuente de carbono en

un medio salino minimo para producir xilanasas, se consideré importante realizar a nivel
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laboratorio un estudio comparativo de su capacidad de produccion de xilanasas en
fermentacion sumergida usando como sustrato el desecho agroindustrial bagacillo de cafia y

otros sustratos purificados quimicamente como son los xilanos y algunos sacaridos solubles.

Por lo tanto, el abjetivo central de este trabajo es la obtencion de xilanasas extracelulares
por fermentacion sumergida de Streptomyces sp CH-M-1035 a partir de bagacillo de cafia y
una evaluacién comparativa de la actividad producida en este sustrato, asi como en xilanos,

otros sacandos solubles y combinaciones de ellos.
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1.6 Objetivos
Objetivo principal

La obtencion de xilanasas extracelulares por fermentacion sumergida de Streptomyces sp

CH-M-1035 a partir de bagacillo de cafa.

Objetivos particulares

e Una evaluacion comparativa de la actividad xilanolitica de los filtrados libres de células de
Streptomyces sp CH-M-1035 producida en bagacillo de cafia de azucar, xilanos

purificados, cascara de limon glucosa y xilosa

e Efecto de la adicion de glucosa y xilosa en la produccion de xilanasas extracelulares por
Streptomyces sp CH-M-1035 utilizando bagacillo de cafia de azicar como sustrato

inductor

o Efecto de modificaciones en el medio salino utilizado para la produccion de xilanasas
extracelulares de Streptomyces sp CH-M-1035 usando bagacillo de cafia de azicar como

unica fuente de carbono

e Evaluacion de la produccion de xilanasas extracelulares utilizando como fuente de

carbono diferentes tipos de celulosas.

e Deteccion de actividad celulolitica extracelular en filtrados libres de células de
Streptomyces sp CH-M-1035 crecido en bagacillo de cafia de azicar, xilanos purificados

y celulosa bajo las mismas condiciones de produccion utilizadas para las xilanasas.
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2.0 MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismo.

Se utiliz6 la cepa bacteriana Streptomyces sp CH-M-1035, aislada ael suelo de una zona
cafiera del Estado de Morelos por investigadores de este laboratorio. Esta cepa es
productora de xilanasas extracelulares, con requerimientos minimos en el medio de cultivo
para su crecimiento y capaz de utilizar bagacillo de cafia como tnica fuente de carbono.

2.2 Medios de cultivo para la propagacion de la cepa y obtencién de esporas

2.2.1 Medio minimo con xilanos (MX)

KH,7PO4 0.20%,
(NHy4)2S504 0.14%
Urea 0.03%

Xilanos de Larchwood (Marca Sigma.) 1.00%

Agar 2.00%

Para la preparacién de este medio se utilizaron sales grado reactivo y sales grado
industrial, independientemente unas de otras, disueltas en agua destilada. Los medios se
esterilizaron durante 20 minutos a temperatura de 120°C, excepto la urea, la cual se
esterilizo por filtracién con ayuda de membrana Millipore estéril con abertura de poro de
0.25 um y se vaciaron en cajas de Petri estériles de plastico en una campana de flujo laminar
para evitar su contaminacion. Los valores de pH utilizados fueron de 6.5 y 7.0, los cuales se
ajustaron con NaOH 1M y acido sulfurico 10% v/v.

2.2.2 Medio completo (MC)

Extracto de levadura 0.4%
Extracto de malta 1.0%
Glucosa 0.4%
Agar 1.5%
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Para su preparacion se utilizaron sales grado reactivo disueltas en agua destilada. El
medio se esterilizé durante 20 minutos a temperatura de 120°C y la urea se esterilizo por
filtracion con ayuda de membrana Millipore estéril con abertura de poro de 0.25 pm,
posteriormente se vacio el medio en cajas de Petri estériles de plastico en una campana de
flujo laminar para evitar su contaminacion. Los valores de pH utilizados fueron de 6.5 y 7.0
los cuales se ajustaron con NaOH 1M y acido sulfiirico 10% v/v.

2.2.3 Medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA).

PDA 3.90%

Este medio se prepar¢ siguiendo las indicaciones del frasco, disolviendo en agua
destilada la concentracion correspondiente del medio en polvo, se esterilizo durante 20
minutos a una temperatura de 120°C. No se ajust6 el pH de este medio.

2.2.4 Medio para la conservacion de esporas (MG)

Extracto de levadura 0.40%
Extracto de Malta 1.00%
Glicerol 40.00%

Las sustancias quimicas utilizadas fueron grado reactivo, el medio se esterilizd durante
20 minutos a 120°C, posteriormente el medio se coloco en tubos estériles con tapa de rosca,
en los cuales se depositaron las esporas para ponerlas en congelacion.

2.2.5 Medio salino minimo (MSM) para la produccion de xilanasas.

KH,PO4 0.20%
(NH4)>2804 0.14%
Urea ' 0.03%

Para la preparacion de este medio se utilizaron sales grado reactivo disueltos
apropiadamente en agua destilada, en todos los casos se esterilizaron durante 20 minutos a
una temperatura de 120°C excepto la urea, la cual se esterilizd por filtracion con ayuda de
membrana Millipore con apertura de poro de 0.25 um. El medio se ajusté a un valor de pH
de 6.5 con NaOH IM.

2.2.6 Sustratos
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Para la realizacion de las fermentaciones llevadas a cabo durante el transcurso de este
trabajo se utilizaron los siguientes sustratos: bagacillo de cafia sin ninglin pretratamiento
fisico ni quimico, obtenido de una zona cafiera del estado de Morelos; cascara de limon
proveniente de Colima, dextrosa anhidra Baker (Glucosa); D-xylosa Merck;
carboxymetilcelulosa sal de sodio Sigma; carboximetilcelulosa CM23 Whatman; celulosa
microcristalina o Avicel Merck y xilanos purificados de madera de larice de la compafiia
Sigma. La concentracion utilizada de cada uno de estos sustratos se indica en la discusion de
resultados. Los sustratos se esterilizaron independientemente de las sales y a cada uno de
ellos se les ajusto el pH a 6.5 con NaOH 1M y acido sulfarico al 10% v/v.

Para obtener los medios de fermentacion que se usaron en este trabajo se mezclaron en
matraces Erlenmeyer de 500 ml la urea, el medio salino, y la fuente de carbono, estos
ultimos previamente esterilizados y con pH de 6.5, hasta hacer un volumen de 200 ml. Esto
se llevo a cabo en una campana de flujo laminar en condiciones estériles para evitar la
contaminacion de los medios.

2.3 Produccion de xilanasas extracelulares

2.3.1 Preparacion del inoculo

Para la propagacion de la cepa y obtencion de esporas se usaron los medios MC, MX
con sales grado reactivo y grado industrial. Se sembro en las cajas por el método de estria y
se incubaron a 37°C durante 96 horas en una agitadora incubadora New Brunswick
Scientific. Las esporas obtenidas se recogieron con ayuda del asa de siembra y se
depositaron en un volumen de agua estéril del que se tomaron muestras para leer la densidad
optica a en un espectofotometro Spectronic 21D Milton Roy. El inéculo para todas las
fermentaciones fue de 1.8 D.O/ml a 540 nm. Para conservar el inoculo utilizado en las
resiembras se colocaron las esporas en MG manteniéndolas en congelacion. Todo el
procedimiento se llevo a cabo en condiciones estériles.

2.3.2 Condiciones de cultivo para la obtencion fermentativa de xilanasas.

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 200 ml del medio MSM

utilizando sustratos mencionados y 1 ml de indculo. Se incubaron a 37° en un agitador
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orbital (New Brunswick Scientific) a 200 rpm. Durante la fermentacion se tomaron alicuotas

de 8 ml a 10 ml a diferentes tiempos.

2.3.3 Obtencion del filtrado libre de células (F)

A cada alicuota se le midio el pH inmediatamente después de tomar la muestra.
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 5000 rpm en tubos conicos graduados de 15
ml separando la pastilla y el sobrenadante. Una parte de este se almacend en congelacion, de
cada alicuota se tomaron 5 ml que fueron dializados en membranas Millipore durante 8
horas con cambios de agua cada 2 horas, en todos los casos se midi6 el volumen final de la
didlisis para calcular el factor de dilucién en caso de que fuera necesario. De esta manera se
obtuvo el filtrado libre de células &F) que se utilizé para cuantificar la actividad xilanolitica y,
donde lo sefiale el texto, la actividad celulolitica.

2.4 Cuantificacion de la actividad xilanolitica extracelular.

2.4.1 Método del Azul brillante de Remazol-xilanos para la determinacion de actividad
endoxilanolitica extracelular.

Reactivos:

4-0-Methyl-D-Glucorano-D-Xylan-Remazol Brilliant Blue (RBB-X) de Sigma.

Acido Acético Glacial 0.1M pH 5.4

RBB-X en Buffer 0.1M pH 5.4

El Remazol Brilliant Blue-Xilan es un sustrato soluble cromogénico especifico para
xilanasas.

Procedimiento

-Se colocan 0.25 ml de la solucién Buffer acetatos 0.1M pH 5.4 con RBB-X en un
microtubo para centrifuga con volumen de 1.5ml, se preincuba 3 minutos a 30°C y después
se adicionan 0.25 ml de Filtrado, se agita ligeramente y el sistema se incuba a 30°C. La
reaccion se detiene con 1 ml de etanol absoluto y se deja reposando 30 minutos en un
cuarto de temperatura ambiente; posteriormente las muestras se centrifugan a 5000 rpm

durante 5 minutos y el sobrenadante se lee en un espectrofotémetro a 595 nm.
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2.4.2 Método del DNS (Acido Dinitrosalicilico)

Reactivos para la preparacion del DNS

a)NaOH 1.40%
\.b)B,S-DNS 0.75%
c)Tartrato de Sodio y Potasio 10.00%
d)Fenol 0.54%
«e)Metabisulfito de Sodio 0.59%

Buffer Citratos pH 4.8, 0.078M con Xilanos al 0.75%

Acido Citrico 0.078M
Citrato de Sodio 0.078M
Xilanos de lardo (Sigma) 0.75%
Agua Destilada.

El sistema de reaccion se compone de | ml de buffer citratos y agua, el cual se preincuba
S5 minutos a 50°C, después se adiciona el volumen de F necesario para completar 2 ml en el
tubo de ensayo (se usaron volimenes de 0.1 y 0.5 ml). El sistema se incuba a 50°C durante
diferentes tiempos y para detener la reaccion se adicionan 3.0 ml de DNS. Las muestras se
ponen 5 minutos a bafio maria, después se les adicionan 15 ml de agua y se agitan para
homogeneizar, posteriormente se leen las muestras en espectrofotémetro para cuantificar los
azicares reductores obtenidos. La lectura de los azucares reductores liberados se llevd a
cabo en un espectrofotometro Spectronic 21D Milton Roy a 550 nm. La actividad
xilanolitica se expresa en unidades volumétricas (U/ml) las cuales equivalen a los micromoles
de D-xilosa liberadas por 1 ml de filtrado libre de células en un minuto de reaccion
enzimatica bajo las condiciones de reaccion indicadas en el texto usando como referencia

una curva patron de micromoles de D-Xilosa.
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2.5 Cuantificacién de la actividad celulolitica extracelular sobre papel filtro.
Buffer citratos 0.1 M pH 4.8

Acido Citrico 0.1M

Citrato de Sodio 0.1M

Papel filtro Whatman No 1 en tiras de 6 cm x 1 em(50 mg)

El sistema de reaccion se compone de 1 ml de buffer citratos, agua y una tira de papel
filtro, el cual se preincuba 5 minutos a 50°C, después se adiciona el volumen de F necesario
para completar 2 ml en el tubo de ensayo (se uso un volumen de 0.5 ml). El sistema se
incuba a 50°C durante 60 minutos y para detener la reaccion se adicionan 3.0 ml de DNS.
Las muestras se ponen 5 minutos a bafio maria, después se les adicionan 15 ml de agua y se
agitan para homogeneizar, posteriormente se leen las muestras en espectofotémetro para
cuantificar los azlcares reductores obtenidos. La lectura de los azucares reductores
liberados se llevo a cabo en un espectrofotometro Spectronic 21D Milton Roy a 550 nm. La
actividad celulolitica se expresara en unidades volumétricas (U/ml) las cuales equivalen a los
micromoles de D-glucosa liberadas por 1 ml de filtrado libre de células en un minuto de
reaccion enzimdatica bajo las condiciones de reaccion indicadas en el texto usando como

referencia una curva patron de micromoles de D-glucosa.
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3.0 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencidn de esporas para el inéculo

Para llevar a cabo el objetivo propuesto en este trabajo utilizamos esporas de
Streptomyces sp CH-M-1035 en suspension como inoculo para los experimentos de
fermentacion sumergida. En primer lugar se consideré importante conocer el efecto de
diferentes medios de cultivo solido sobre la esporulacion del Streptomyces, para seleccionar
de estos el medio en el que se obtuviera la mejor esporulacion. Para tal efecto utilizamos
medio completo (MC), medio minimo con xilanos (MMX) con sales grado reactivo y sales
grado industrial asi como PDA, ademas de utilizar un intervalo de pH entre 5.6 y 7.0. En el
cuadro 2 se muestran los resultados cualitativos de la esporulacién relativa obtenida en cada

uno de los medios probados.

CUADRO 2
Obtencion de esporas de Streptomyces sp CH-M-1035

MEDIOS DE CULTIVO pH ESPORULACION

Medio completo 6.5 ++
Medio completo 7.0 e

MMX grado reactivo 6.5 H++

MMX grado reactivo 7.0 At

MMX grado industrial 6.5 -
MMX grado industrial 7.0 +
PDA 5.6 +

Las cajas se incubaron a 37°C durante 4 dias. Esporulacion mala
(+); regular (++); buena (+++). muy buena (++++). La escala es
relativa ya que se considerd el crecimiento en medio con xilanos

como el mejor, asignandole Ja mayor puntuacion.
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El PDA se utiliz6 como un medio de referencia ya que comiunmente se utiliza para la
propagacion de hongos. Por lo tanto este medio fue el menos apropiado para la obtencion
de esporas de Streptomyces sp CH-M-1035, ya que la esporulacion resulté muy pobre con
respecto a los otros medios utilizados y las esporas ahi obtenidas fueron dificiles de recoger.
En MC la esporulacion del microorganismo fue regular con respecto a la obtenida en los
otros medios solidos y no hubo diferencia en la esporulacion obtenida con los dos valores de
pH. Las esporas obtenidas en MC son dificiles de recoger ya que se encuentran adheridas a
el agar y es comuin tomar porciones de micelio al recogerlas. Mayores diferencias se
observaron al utilizar MMX, donde hubo una mayor esporulacion cuando el microorganismo
creci6 en MMX con sales grado reactivo que cuando lo hizo en MMX con sales grado
industrial. En ambos casos hubo una mejor esporulacion cuando el pH del medio fue de 6.5,
ya que a pH de 7.0 fue menor la esporulacion de la cepa. A diferencia del MC, las esporas
obtenidas en MMX se encuentran en la superficie externa del medio por lo que son de facil
manipulacion sin el riesgo de tomar partes vegetativas del microorganismo durante la
recoleccion.

En un trabajo previo se habia establecido que esta cepa de Streptomyces era capaz de
crecer en medio solido con xilanos como tnica fuente de carbono (Jiménez G, comunicacion
personal). Los resultados del cuadro 2 confirman lo anterior y ademas muestran que se
favorece la esporulacién de Streptomyces sp CH-M-1035 al utilizar medio salino minimo con
xilanos con sales grado reactivo y a pH de 6.5. La mayor esporulacion posiblemente se deba
a que por limitacion de nutrimentos presentes en el medio, se crea una situacion de estrés
ambiental que lleva al microorganismo a interrumpir su desarrollo somatico para dar lugar a
la esporulacion. Esta condicion resulta ventajosa para la obtencion de esporas con las cuales
preparar los indculos para las fermentaciones a realizar en esta investigacion. Por estas
razones decidimos en lo subsecuente utilizar el medio minimo con xilanos y sales grado
reactivo con pH 6.5 para la obtencion de esporas para la preparacion de los inoculos ,y para
conservarlas en congelacion las colocamos en medio con glicerol (ver Materiales y

Métodos).
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3.2 Seleccion del método para la cuantificacion de la actividad xilanolitica
extracelular de los filtrados libres de células de Streptomyces sp CH-M-1035

La seleccion del método para la determinacion cuantitativa de la actividad xilanolitica fue
necesaria, ya que esta actividad enzimatica es el parametro que nos permitié comparar la
actividad obtenida por el microorganismo en diferentes condiciones de cultivo. No todos los
métodos tienen igual sensibilidad de deteccion para las actividades xilanoliticas. Entre los
métodos reportados en la bibliografia para la cuantificacion de la actividad xilanolitica se
encuentran el método del DNS, el cual mide los azicares reductores resultantes del
rompimiento de los xilanos por la accion de las xilanasas y el otro es el del azul brillante de
Remazol-xilanos. La medicion de la actividad enzimatica de este Gltimo se estima por la
cantidad de colorante unido a los xilanos que es liberado por la accion de las xilanasas. Las
moléculas asi liberadas del azul brillante de Remazol-xilanos, separadas por la precipitacion
con alcohol de los xilanos, se cuantifican fotométricamente (Biely, 1985; Biely et al, 1992).

Decidimos comparar el método del DNS con el del azul brillante de Remazol-xilanos ya
que ambos métodos han sido reportados como adecuados para la cuantificacion de las
endoxilanasas. Del resultado de esta comparacion seleccionamos el método mas conveniente
para la determinacion de la actividad enzimética de los filtrados obtenidos durante esta
investigacion.

En la figura 1a se observan los resultados de la accion de las xilanasas de Strepfomyces
sp CH-M-1035 sobre el sustrato azul brillante de Remazol-xilanos, también se observan los
resultados de la liberacion del colorante en una curva similar a la anterior en la que se
sustituyo la enzima por un volumen igual de agua destilada con el fin de saber si el sustrato
se mantenia estable a través del tiempo de incubacion en el sistema de reaccion utilizado. Al
adicionar la enzima hay liberacién rapida de color y a partir de los diez minutos de
incubacion los incrementos de la absorbancia ya no son tan grandes. Cuando no hay adicion
de filtrado enzimatico, se observa una liberacion de color desde el inicio de la curva, pero
los incrementos mas grandes de absorbancia se presentan a los 25 y 30 minutos. En la figura

Ib se presentan los resultados de la deteccion de la actividad xilanolitica
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Fig. 1 Comparacion de los métodos DNS vy azul brillante de Remazol-xilanos para la determinacion
de la actividad xilanolitica extracelular de filtrados libres de células y dializados de Streptomyces sp
CH-M-1035 crecido en xilanos al 1%.

a) Curvas de progreso utilizando como sustrato ¢l Azul brillante de Remazol-xilanos. Con filtrado
enzimatico (Q), sin filtrado enzimatico (s).

b) Curvas de progreso de la actividad xilanolitica extracelular por el método del DNS utilizando
xilanos purificados como sustrato. Con 0.5 ml de filtrado (e); con 0.1 ml de filtrado (O); con los

valores de la curva con 0.1 ml multiplicados por 5 (O---O).
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por medio del método del DNS. Se observan las curvas de progreso con intervalos cortos en
los tiempos de incubacién y usando dos diferentes volumenes de filtrado (0.1 ml y 0.5-ml)
para tener un seguimiento del comportamiento enzimatico de las xilanasas presentes en los
filtrados libres de células de nuestra cepa de Strepfomyces vy, asi, seleccionar el volumen de
filtrado y tiempo de incubacion que nos permitan obtener valores mas precisos de la
actividad xilanolitica extracelular producida en diferentes condiciones. Como se puede
apreciar hay una diferencia considerable entre los valores obtenidos de la utilizacion de 0.1
mi y 0.5 ml de filtrado. Aunque se presenta un incremento en la absorbancia no se observa
una proporcionalidad entre la actividad con 0.1 ml y la de 0.5 ml después de los 4 minutos.
Esto es debido a que al multiplicar por cinco los valores del primero, después de los 4
minutos de incubacion, se van separando mucho las dos curvas porque los valores de la
alicuotas de 0.5 ml no se mantienen en linea recta.

Cabe sefialar que autores como Kluepfel en 1986 y Jhonson en 1988, utilizaron para la
cuantificacion de la actividad xilanolitica 10 o 15 minutos como tiempo de incubacion y el
volumen de enzima que llegan a utilizar no lo establecen con claridad en los articulos
publicados. Generalmente, estos autores indican que los filtrados en los que cuantifican la
actividad xilanolitica estan diluidos, sin que mencionen el grado de dilucion utilizado ni los
ajustes en los calculos de la actividad reportada (Grabsky and Jeffries, 1991; Kluepfel et al,
1986; Marui et al, 1985; Nakajima et al, 1984; Jhonson et al, 1988; Ishaque and Kluepfel,
1981). En cuanto a la metodologia, solamente Morosoli con Streptomyces lividans, Vyas
con Streptomyces VP-5 y Kluepfel con Streptomyces flavogriseus utilizan el método del
DNS para la cuantificaciéon de la actividad xilanolitica, ya que otros autores utilizan el
método de Somogyi-Nelson para la cuantificacion de la misma.

En conclusién podemos decir que para la cuantificacion de las xilanasas de Streptomyces
sp CH-M-1035 no es de utilidad el método del azul brillante de Remazol-xilanos por la
liberacion no enzimatica del colorante. Esta formacion de colog posiblemente sea
consecuencia del rompimiento de los enlaces de la molécula del colorante con el sustrato

debido a las condiciones fisicas y quimicas del ensayo. En relacion al método del DNS
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consideramos que es util en este estudio si se usa en intervalos de incubacion no mayores de
4 minutos, de tal forma que se puedan detectar diferencias en la produccion de actividad
xilanolitica extracelular de los filtrados de Streptomyces sp CH-M-1035, tanto en el tiempo

de fermentacion como en las diferentes condiciones de cultivo usadas..

3.3 Obtencion fermentativa de xilanasas extracelulares de Strepfomyces sp CH-M-1035
a partir de bagacillo de caiia, xilanos y otros sacdridos solubles.

3.3.1 Produccién de xilanasas utilizando como sustrato xilanos purificados

Previamente se habia establecido la capacidad de la cepa Streptomyces sp CH-M-1035
para crecer en placas de medio sélido con xilanos como tnica fuente de carbono (Jiménez
G., comunicacion personal). Sin embargo, por razones ajenas a este trabajo, las esporas de
esta cepa se mantuvieron almacenadas en congelacion durante cierto tiempo. Por tal motivo
antes de iniciar la evaluacion de la produccion de enzimas xilanoliticas en bagacillo de cafia
de azlcar consideramos necesario, en primer lugar, probar su capacidad de produccién de
xilanasas extracelulares utilizando xilanos purificados como sustrato.

En la figura 2 se muestran los resultados de esta fermentacion. Al utilizar xilanos al 1%
la produccidn de xilanasas va incrementandose paulatinamente desde tiempo cero, donde no
se detecta actividad enzimatica, hasta alcanzar a las 60 horas la maxima actividad reportada
que corresponde a 4.2 U/ml. Posteriormente, en la dltima etapa de la fermentacion,
disminuye la actividad llegando a un valor de 3.4 U/ml a las 120 horas. Los valores de pH
tienden a disminuir durante las primeras 45 horas y posteriormente se vuelven mas basicos
alcanzando valores de 8. Con xilanos al 2% hubo menor produccion de xilanasas pues los
valores de actividad no son mayores de 0.2 U/ml durante las primeras 55 horas, después de
este tiempo aumenta la actividad cuantificada para alcanzar a las 90 horas la mas alta
actividad de esta grafica que corresponde a 0.8 U/ml; los valores de pH se mantuvieron

constantes durante la fermentacion.
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Fig. 2 Produccion de xilanasas extracelulares de Strepromyces sp CH-M-1035 crecido sobre xilanos

purificados como unica fuente de carbono en matraces agitados a 200 rpm y 37°C. La cuantificacion

de la actividad xilanolitica extracelular se detcrmind en alicuotas de filtrados libres de células
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Ya se ha mencionado que la hidrolisis de los xilanos se lleva a cabo extracelularmente en
el medio que rodea al microorganismo. Como resultado de esta hidrélisis se producen
oligomeros de xilosa de diferentes longitudes (xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa etc) que son
consumidos por los microorganismos. Sin embargo es posible que la velocidad de consumo
de estos oligomeros sea lenta con respecto a la hidrolisis de los xilanos presentes en el medio
por lo cual comienzan a acumularse los productos de ésta hidrolisis. Es posible que en el
medio donde se adicionaron los xilanos a concentracion del 2% hubiese una mayor cantidad
de productos acumulados en el medio resultantes de la degradacion de las xilanos y que
ciertos productos de esta degradacion tuvieran un efecto negativo en la sintesis de enzimas
xilanoliticas. Biely y colaboradores (1980) sefialan que para Criptococcus albidus los xilanos
sirven como fuente de inductores ya que a partir de ellos se obtienen pequefios oligomeros
de xilosa. Sin embargo altas concentraciones de estos oligomeros, especialmente de
xilobiosa que se obtiene de la degradacion de los xilanos hidrolizados en el medio de cultivo,
provocan que disminuya la sintesis de enzimas xilanoliticas (Biely, 1985).

Se ha reportado en la bibliografia la utilizacion de xilanos purificados para la produccion
de xilanasas con otras especies de Streptomyces. Ishaque y Kluepfel (1981) trabajaron con
Streptomyces flavogriseus y Kluepfel trabajo con Streptomyces lividans en 1986, en ambos
trabajos se reporta la utilizacion de xilanos, con una concentracion de 1%, como inductores
para la produccion de estas enzimas encontrando que los xilanos inducen la sintesis de
xilanasas al igual que en esta fermentacion.

De acuerdo con estos resultados se concluye que la cepa Streptomyces sp CH-M-1035
no se vio afectada por el tiempo que estuvo almacenada en congelacion conservando la
capacidad de produccion de xilanasas extracelulares, similar a la reportada cuando fue
aislada y seleccionada de entre muchas otras cepas (Jiménez G., comunicacion personal),

utilizando xilanos purificados como Gnica fuente de carbono.

39



3.3.2 Efecto de los desechos agroindustriales bagacillo de cafia y cdscara de limén
en la produccion de xilanasas extracelulares de Streptomyces sp CH-M-1035.

Comprobada la capacidad de produccion de xilanasas extracelulares de Strepfomyces sp
CH-M-1035 sobre xilanos purificados, evaluamos la produccion de estas enzimas utilizando
como sustratos desechos agroindustriales. El trabajo se enfoco en la utilizacion de bagacillo
de cafia de azucar sin ningun pretratamiento fisico ni quimico y cascara de limén, ya que
ambos desechos agroindustriales son abundantes, renovables se manejan como basura y se
producen en México. El bagacillo tiene de un 30% a un 35% de hemicelulosas de las cuales
de un 60% a un 80% son xilanos, ademas fue el medio natural del cual se aisl6 esta cepa por
lo que consideramos que es un buen sustrato para la induccion de xilanasas por
Streptomyces sp CH-M-1035. La cascara de limon ha sido utilizada como sustrato para la
produccién de pectinasas y celulasas ya que la pectina es el polisacarido predominante de
este desecho (Monroy et al, 1990), sin embargo se desconoce su contenido de xilanos por lo
que consideramos interesante utilizarlo como referencia para comparar la produccion de las
xilanasas obtenidas con el bagacillo de cafia.

En la figura 3 se muestran los resultados de esta fermentacion hecha con bagacillo de
cafia de azicar (BC) y cascara de limon (CL) utilizando concentraciones de 1% y 2% para
ambos sustratos. Hubo produccion de xilanasas al utilizar bagacillo de cafia como sustrato;
con la concentracion de 1% hubo incremento progresivo durante el transcurso de la
fermentacion alcanzando el maximo valor de esta actividad, que corresponde a 5.2 U/ml, a
las 90 horas. Después disminuye la actividad para recuperarse en el Ultimo tiempo
finalizando la fermentacién con una actividad de 5.4 U/ml. Los valores de pH durante las
primeras 20 horas fueron mas acidos que el pH inicial, pero después de las 30 horas y hasta
el final de la fermentacion volvieron a un valor de 6.5 aproximadamente. Cuando se utilizé
bagacillo al 2% se alcanzé mas rapidamente la maxima actividad pues a las 30 horas hubo
una actividad de 4.2 U/ml y después de este tiempo los valores cuantificados de la actividad

xilanolitica se mantuvieron en un intervalo de 3.8 U/ml a 4.2 U/ml hasta el término de la
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Fig. 3 Efecto de desechos agroindustriales como unica fuente de carbono en la produccion de
xilanasas extracelulares de Strepromyces sp CH-M-1035 en matraces agitados a 200 rpm y 37°C. La
cuantificacion de la actividad xilanolitica se determino en alicuotas de filtrados dializados libres de
células. Bagacillo de cafia al 1% (O); bagacillo de caia al 2% (), cascara de limén al 1% ( v ),

cascarade liménal 2% ( ¥ ).
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fermentacion. En el transcurso de esta fermentacion los valores de pH fueron tornandose
mds acidos que el pH inicial.

También se registré actividad xilanolitica cuando se us6 como fuente de carbono
cascara de limén (CL) pero los valores fueron mas bajos que al utilizar bagacillo de cafia.
Con CL al 1% los valores de actividad enzimatica fueron menores de 0.5 U/ml salvo a las 40
y 90 horas de fermentacion, tiempos en los que se detecto una actividad de 1.0 U/ml. La
actividad cuantificada en los filtrados de la fermentacion con CL al 2% es ain mas baja que
en el caso anterior ya que, si bien se detecta actividad enzimatica, los valores de esta
actividad no sobrepasan las 0.2 U/ml. Los valores de pH en ambas fermentaciones se
vuelven mas alcalinos en el transcurso de la fermentacién pero el pH final de CL al 1% es de
7.5 mientras que el de CL al 2% es de 8.2. Como se puede apreciar en las graficas de la
figura 3, si bien hay produccion de xilanasas con los dos desechos agroindustriales, se
obtienen mejores resultados al utilizar bagacillo de cafia que al utilizar cascara de limon.

Esto puede explicarse considerando que el Streptomyces sp CH-M-1035 fue aislado del
suelo se una zona de cultivo intensivo de caiia (ver Materiales y Métodos). En esta region se
depositan al aire libre grandes cantidades de bagacillo de cafia el cual es degradado
naturalmente por este microorganismo entre otros. Esta capacidad del Streptomyces sp CH-
M-1035 para degradar en la naturaleza al bagacillo de cafia implica que ha sido objeto de la
seleccion natural para su aprovechamiento, por lo que esta adaptado y tiene las enzimas
xilanoliticas necesarias para llevar a cabo la hidrolisis de los xilanos contenidos en este
desecho agroindustrial. Ademas es posible que los xilanos contenidos en el bagacillo de cafia
se encuentren expuestos al ataque enzimatico de las xilanasas extracelulares debido al
tamafio de particula que tiene la fibra del bagacillo y a que este desecho ya ha sido sometido
a diversos tratamientos fisicos y quimicos para la extraccion del azicar por lo que los otros
polisacaridos contenidos en las fibras del bagacillo es posible que estén tan fragmentados
que no actien como barrera fisica que proteja a los xilanos de la actividad de las enzimas
xilanoliticas. De tal manera es factible que algunos de estos fragmentos de estos xilanos

expuestos actiien como inductores para la sintesis de xilanasas de Streptomyces sp CH-M-
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1035 vy a su vez estas xilanasas extracelulares encuentren pocas barreras fisicas, lo que les
permite hidrolizar los xilanos presentes en las fibras del bagacillo de cafia de azucar.

A diferencia del bagacillo de cafia, del que se conoce el contenido de xilanos, en la
cascara de limon no se conoce el contenido de éstos pero se sabe que la pectina es el
polimero predominante(Monroy et al, 1990). Es probable que los xilanos presentes, ademas
de ser escasos, sean inaccesibles a la accion de las enzimas xilanoliticas por la presencia de la
pectina, dificultandose la induccion de la sintesis de xilanasas por lo problematico que puede
ser la obtencion de inductores.

En cuanto a los resultados obtenidos con bagacillo de caiia, resulta claro que con ambas
concentraciones se obtuvo una buena produccion de xilanasas ya que con BC al 1% se
obtuvo una actividad de 5.2 U/ml que es mayor que cualquiera de las obtenidas con BC al
2%, pero el tiempo en el que se obtuvo la mayor actividad en BC al 2% es a las 30 horas a
diferencia de BC al 1 % donde hasta las 90 horas se alcanza la maxima actividad. Sin
embargo, consideramos mas practico trabajar con BC al 1% ya que este sustrato absorbe
gran cantidad de agua, por lo que el manejo de las muestras es mas facil con BC1 al 1%.
Ademas, al tomar las muestras se va concentrando mas el medio en el que se tiene BC al 2%
por lo que es dificil comparar los resultados obtenidos con BC al 1 % donde el filtrado
enzimatico se encuentra mas diluido.

Son pocos los trabajos reportados en la bibliografia en los que se utilizan desechos
agroindustriales para la produccion de xilanasas de Strepfomyces, menos aun en los que se
utiliza bagazo de cafia de aziicar y no encontramos ningtn reporte donde se utilice bagacillo
de cafia de azlicar para la produccion de filtrados con xilanasas extracelulares libres de
celulasas. Van Zyl en 1985 reporto la utilizacién del bagazo de cafia para la produccién de
enzimas pero enfocado a las celulasas mencionando que por el anélisis de productos de
hidrolisis en los que se detectaron xilosa y oligdbmeros de xilosa se supone la presencia de
xilanasas. En 1988 Jhonson utilizé bagazo de cafia para la produccion de xilanasas. Otros
autores reportan la utilizacion de otro tipo de desechos agroindustriales como MacKenzie en

1985, quien utilizé fibra de trigo para la produccion de xilanasas al igual que Ishaque y
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Kluepfel en 1981, quienes utilizaron heno como sustrato para la produccion de estas
enzimas. Por los resultados obtenidos en esta fermentacion podemos concluir que el
Streptomyces sp CH-M-1035 es capaz de producir xilanasas extracelulares utilizando los
desechos agroindustriales bagacillo de cafia y cascara de limén, que se producen en nuestro
pais, como unica fuente de carbono siendo mejor inductor para la sintesis de las mismas el
bagacillo de cafia que la cascara de limon.

3.3.3 Comparacién de la produccion de xilanasas de Streptomyces sp CH-M-1035
utilizando bagacillo de cafia y xilanos purificados.

En la figura 4 se comparan las actividades enzimaticas de las xilanasas extracelulares de
Streptomyces sp CH-M-1035 obtenidas con xilanos y bagacillo de cafia al 1% en las
fermentaciones anteriormente discutidas. Como se puede observar el comportamiento de
ambas graficas es semejante pero es en los filtrados del medio con bagacillo de caiia al 1%
donde se obtiene la mayor actividad enzimatica. La maxima actividad obtenida con bagacillo
de cafia es de 5.2 U/ml, mientras que con xilanos la actividad mas alta es de 4.2 U/ml, valor
que representa un 80% de la actividad conseguida con el bagacillo de cafia. Es posible que al
crecer el microorganismo en xilanos haya una mayor acumulacion de los productos finales
en el medio que afecten negativamente la sintesis de xilanasas mientras que con bagacillo de
cafia haya una menor acumulacion de estos productos y de esta manera no se afecta de igual
manera la sintesis de xilanasas.

Considerando que la cantidad de sustrato inductor es mayor en el medio con xilanos
purificados que en el medio con bagacillo de caiia (el cual contiene otros polisacaridos como
la celulosa ademas de los xilanos) resulta interesante que se detectara una mayor actividad
de actividad xilanolitica con bagacillo de cafia como sustrato que con xilanos purificados.

La induccién de xilanasas extracelulares de Streptomyces sp CH-M-1035 se da tanto con
xilanos purificados como con bagacillo de cafia. Es posible que a pesar de la mayor cantidad
de sustrato inductor presente en el medio con xilanos, el consumo de los productos de esta
hidrolisis se hubiese dado lentamente en relacién con el tiempo de fermentacion, de tal forma

que la acumulacion de estos productos finales en el medio afectaran negativamente la
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sintesis de xilanasas. Biely y colaboradores (1980) sefialan que el efecto inductivo de ciertos
oligomeros de xilosa puede ser dependiente de la concentracién de estos en el medio y que
altas concentraciones de estos inductores dan como resultado una menor sintesis de
xilanasas. En el caso del bagacillo de cafia los xilanos presentes no se encuentran tan
disponibles como en el medio con los xilanos purificados asi que es probable que
sincronizado con la sintesis de xilanasas el microorganismo vaya consumiendo los productos
de la hidrélisis de los xilanos, evitando su acumulacion y permitiendo que continue la sintesis
de xilanasas.

Ademas, cabe recordar que la composicion quimica de los xilanos varia dependiendo de
su origen por lo que es diferente el tipo y proporcion de sustituyentes que presentan los
xilanos del bagacillo de cafia y los xilanos purificados. Los residuos L-arabinofurandsidos
predominan en los xilanos de gramineas como el bagacillo de cafia de azicar mientras que
los xilanos de maderas como el larice tienen altos contenidos de acido D-glucorénico y sus
derivados (ver pagina 6). Como ya se mencioné el Streptomyces sp CH-M-1035 esta
adaptado naturalmente para utilizar el bagacillo de cafia por lo que cuenta con las enzimas
xilanoliticas necesarias para la hidrélisis de los xilanos de este desecho agroindustrial. Es
posible que por su composicion quimica los xilanos de madera aqui utilizados no sean igual
de eficientes que los xilanos que se encuentran en el bagacillo de cafia para la induccion de
las xilanasas de Streptomyces sp CH-M-1035.

Jhonson (1988) al trabajar con varias cepas de Streptomyces usd como sustratos para la
produccion de xilanasas bagazo de cafia ademas de cascarilla de trigo y otros sustratos
purificados. Obtuvo los valores mas bajos de actividad xilanolitica con bagazo y los mas
altos con los xilanos purificados. Otros autores reportan la utilizacion de otro tipo de
desechos agroindustriales como MacKenzie (1985), quien utilizo ademas de sustratos
purificados fibra de trigo para la produccion de xilanasas aunque la mejor produccion la
obtiene con los xilanos de avena; Ishaque y Kluepfel (1981) usaron xilanos purificados y

heno como sustratos para la produccion de xilanasas obteniendo la mejor produccion con
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Fig. 4 Comparacién de la produccion de xilanasas extracelulares de Streptomyces sp CH-M-1035
utilizando como unica fuente de carbono bagacillo de cafia de aziicar y xilanos purificados. La

cuantificacién de la actividad xilanolitica extracelular se determind en alicuotas de filtrados

dializados libres de células. Bagacillo de cafia al 1% (#); xilanos al 1% ( 7).
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xilanos purificados. En nuestro trabajo sucede lo contrario a lo reportado en los trabajos
mencionados anteriormente, ya que se obtiene una mejor produccion con el desecho
agroindustrial bagacillo de cafia que con xilanos purificados. Como se puede apreciar en la
figura 4 es claro que el bagacillo de cafia de azicar fue mejor sustrato inductor para la
produccion de xilanasas que los xilanos purificados. Ademas es interesante la capacidad del
Streptomyces sp CH-M-1035 para llevar a cabo una mayor produccién de xilanasas
utilizando el bagacillo de cafia sin ningin pretratamiento en lugar de los xilanos purificados,
ya que la utilizacion de este desecho agroindustrial para la obtencién de xilanasas a
diferentes niveles de produccion es una alternativa con potencial para realizarse a futuro con
la utilizacién del Streptomyces sp CH-M-1035 el cual puede utilizar este sustrato para
producir xilanasas extracelulares.
3.3.4 Efecto de la adicion de glucosa y xilosa en la producciéon de xilanasas
extracelulares por Streptomyces sp CH-M-1035 crecido en bagacillo de caiia de azicar.
Por los valores de actividad enzimatica obtenidos con bagacillo de cafia (BC) al 1%
consideramos importante evaluar el efecto de la adicion de monosacaridos en la produccion
de estas enzimas al utilizar este desecho como 1unica fuente de carbono. Fueron
seleccionados glucosa y xilosa ya que ambos son los mondmeros constituyentes de la
celulosa y los xilanos respectivamente y ademas son facilmente metabolizables.
a) Glucosa
La glucosa es una molécula facilmente metabolizable que es aprovechada por los
microorganismos cuando se encuentra disponible en el medio e indirectamente reprime la
sintesis de ciertas enzimas catabolicas. En la figura Sa se muestran los resultados del efecto
de la glucosa en la produccion de xilanasas utilizando bagacillo de cafia como fuente de
carbono. Al adicionar glucosa desde el inicio de la fermentacion a concentraciones de 1% y
2% se anula la actividad enzimatica en relacion a la obtenida en los filtrados de los medios
en los que no se adiciond glucosa. Los valores de pH en ambos casos se tornan acidos
conforme transcurre el tiempo de fermentacion y a partir de las 60 horas se mantienen en un

valor de 3.6 aprox. En la figura Sb se muestran los resultados del efecto de la glucosa
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Fig. 5 Efecto de la adicion de glucosa en la producciéon de xilanasas extracelulares de
Streptomyces sp CH-M-1035 crecido en bagacillo de cafia en matraces agitados a 200 rpm y
37°C. La cuantificacién de la actividad xilanolitica extracelular se determiné en alicuotas de
filtrados dializados libres de células

a) Adicion desde el inicio de la fermentacion de glucosa a medios con bagacillo de cafia al
1% como fuente de carbono. Control sin glucosa (#); con glucosa al 1% (®), con glucosa al
2% (Q).

b) Efecto de la glucosa como unica fuente de carbono Glucosa al 1% (®);glucosa al 2%
(O).
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sobre la produccion de xilanasas usando concentraciones de 1% y 2% en ausencia de
bagacillo de cafia de azicar. Se puede apreciar que no se detectd actividad enzimatica con
glucosa en el transcurso de la fermentacion con ninguna de las concentraciones utilizadas
(Fig. 5b). En este caso, los valores de pH con glucosa al 1% se acidifican llegando hasta un
pH de 4, mientras que con glucosa al 2% el pH no sufre variaciones durante la fermentacion.
Como se puede observar, la adicion de glucosa al medio con y sin bagacillo de cafia tuvo
el mismo efecto negativo en la produccion de xilanasas extracelulares de Streptomyces sp
CH-M-1035 provocando un abatimiento total de la produccion de xilanasas con respecto al
medio en el que no se adiciono6 glucosa . Al estar la glucosa disponible en el medio, ain en
presencia de un buen inductor como el bagacillo de cafia, el microorganismo activa los
mecanismos moleculares necesarios para introducir la glucosa al interior de la célula y
utilizarla. Es posible que al igual que con las xilanasas de 4spergillus sydowii (Ghosh and
Nanda, 1994) y Cryptococcus albidus (Biely et al, 1980) el consumo de glucosa afecte la
concentracion intracelular de AMP ciclico, dando como resultado una represion en la
sintesis de xilanasas debido a la utilizacion de esta molécula para la fosforilacion de la
glucosa lo que ocasiona el bloqueo de las rutas metabodlicas involucradas en la sintesis de
xilanasas por medio de la represién catabolica. Se ha reportado el efecto de represion
catabolica de las enzimas xilanoliticas por glucosa en las especies Cellulomonas fimi
(Khanna and Garui, 1993), Trichoderma longibrachiatum (Roger and Nakas, 1989),
Trichosporon cutaneum (Hrmova et al, 1984), Pullularia pullulans (Pou-Linas and
Driguez, 1987), Aspergillus sydowii MG49 (Ghosh and Nanda, 1994) y Schizophyllum
commune (Haltrich and Steiner, 1994).
b) Xilosa
La xilosa es uno de los productos finales de la hidrélisis de los xilanos por las xilanasas y se
ha propuesto que puede actuar como represor catabolico en la sintesis de estas (Biely,
1985), asi que decidimos evaluar su efecto en la produccion de enzimas xilanoliticas de
Streptomyces sp CH-M-1035 crecido en bagacillo de cafia como fuente de carbono. Los

resultados de su adicién en medios con bagacillo de cafia como fuente de carbono se
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muestran en la figura 6a. Al adicionar desde el inicio de la fermentacion xilosa al 1%
podemos observar que hay un incremento a tiempos cortos de la actividad xilanolitica,
alcanzando el maximo valor de 1.7 U/ml a las 16 horas, después de este tiempo disminuye la
actividad paulatinamente hasta el final de la fermentacién. Cuando se adiciond xilosa al 1%,
24 horas después de iniciada la fermentacion, el comportamiento de la actividad es
semejante a la grafica anterior alcanzando a las 27 horas alcanza su maximo valor que es de
2.08 U/ml. Posteriormente hay una caida en la actividad de la cual se recupera para alcanzar
valores de mas de 1U/ml de las 65 a las 89 horas, después de este tiempo la actividad
disminuye hasta que concluye la fermentacion. Al adicionar desde el inicio de la
fermentacion xilosa a concentracion de 0.5% se detecto actividad xilanolitica progresiva a
partir de los primeros tiempos de la fermentacion y a las 60 horas aumenta bruscamente la
actividad alcanzando un valor de 6 U/ml pero en el siguiente tiempo hay una caida en los
valores que continta hasta que termina la fermentacion. En todos los casos los valores de
pH se vuelven mas acidos manteniéndose después de las 60 horas en valores cercanos a 4.0.

Los resultados obtenidos al utilizar xilosa al 1% como unica fuente de carbono, o sea sin
bagacillo de cafia, se muestran en la figura 6b. En los filtrados de las primeras 30 horas se
detectaron actividades enzimaticas no mayores de 0.2 U/ml; a las 40 horas se detecto una
actividad de 0.48 U/ml y en el siguiente tiempo, que fue a las 70 horas, se registro el valor
mas alto de esta fermentacion que fue de 0.8 U/ml y después de este tiempo la actividad
enzimatica disminuyo ligeramente manteniéndose constante hasta el final. Los valores de pH
se mantuvieron estables durante el curso de la fermentacion.

La obtencién de actividad enzimatica con xilosa como unica fuente de carbono no la
esperabamos, considerando que es una molécula facilmente metabolizable que no requiere
de enzimas hidroliticas o catabélicas como las xilanasas para poder ser utilizada. Este efecto
podria explicarse tomando en cuenta la presencia de fB-xilosidasas en Streptomyces sp CH-
M-1035 (Dra. Flores M. E., comunicacion personal) que es otro companente enzimatico de
las xilanasas, que ademas de su actividad hidrolitica sobre los dimeros de xilosa, es capaz de

llevar a cabo la reaccion reversa cuando hay suficiente xilosa en el medio, es decir de
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Fig. 6 Efecto de la adicidn de xilosa en la produccion de xilanasas extracelulares de Streptomyces sp
CH-M-1035 crecido en bagacillo de cafia en matraces agitados a 200 rpm v 37°C. La cuantificacion
de la actividad xilanolitica extracelular se dctermind en alicuotas de filtrados dializados libres de
células

a) Adicion de xilosa a medios con bagacillo dc cafia al 1% como fuente de carbono. Control sin
xilosa (#); con xilosa al 1% desde el inicio dc la fermentacion(®); con xilosa al 1% adicionada 24
horas después de iniciada la fermentacion como lo indica la flecha (O); con xilosa al 0.5% desde el
inicio de la fermentacion (M)

b) Efecto de la xilosa al 1% como tnica fuente de carbono sin bagacillo de cafa (@).
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transxilosidacion, dando como productos de esta reaccion xilooligomeros de hasta 5
moléculas con diferentes tipos de enlaces B (Win et al, 1988). Se ha propuesto que
posteriormente estos pequeiios oligomeros de xilosa pueden actuar como inductores para la
sintesis de xilanasas extracelulares. Aun cuando no esta confirmado directamente, es posible
que la B-xilosidasa del Streptomyces sp CH-M-1035 también presente la actividad de
transxilosidacion, sintetizando xilooligbmeros que actuen como inductores para la sintesis de
xilanasas.

La adicion de xilosa a los medios con bagacillo de cafia tiene efectos negativos en la
produccion de xilanasas pues ain cuando se detecta la actividad xilanolitica mas
rapidamente, se obtienen valores de actividad enzimatica mas bajos que con bagacillo de
cafia solo. El comportamiento de las fermentaciones en las que se adicion6 xilosa desde el
inicio y a las 24 horas después de iniciada la fermentacién es similar, parece ser que la xilosa
actia como represor catabolico de la sintesis de xilanasas al adicionarse 24 horas después de
iniciada la fermentacion. Mientras que cuando se adicioné xilosa desde el inicio de la
fermentacién, parece haber un efecto combinado de induccién inicial y después represion. El
efecto de induccion por xilosa se puede ver mejor al disminuir la concentracién de xilosa al
0.5%, ya que se obtuvo uno de los valores mas altos de esta investigacion, mayor incluso
que los obtenidos con bagacillo de cafia al 1% solo, sin embargo esta mayor actividad se
obtiene solo en un punto de la investigacion por lo que no es suficiente para asegurar que a
esta concentracion la xilosa mejora la produccion de xilanasas en presencia del bagacillo de
cafia. Consideramos que hace falta un estudio mas detallado utilizando mas concentraciones
de xilosa y llevando a cabo muestreos con intervalos de tiempo mas cortos, que nos
permitan conocer mejor el efecto de la xilosa en la produccion de xilanasas en presencia de
bagacillo de cafia.

En la bibliografia se ha reportado que el efecto inductor de la xilosa en la sintesis de
xilanasas de los microorganismos xilanolilticos es variable. Para la levadura Pullularia
pullulans (Pou-Linas and Driguez, 1987) y el hongo Aspergillus sydowii MG49 (Ghosh and

Nanda, 1994) la xilosa induce la sintesis de xilanasas mientras que para otras especies la
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xilosa tiene un efecto inductor muy bajo o nulo comparado con el efecto inductor de otros
sustratos (Pifiaga et al, 1993; Biely et al, 1980; Lindner et al , 1994; Khanna and Garui,
1993; Roger and Nakas, 1989)

Otros investigadores han utilizado xilosa y glucosa como fuentes de carbono para la
produccion de xilanasas, encontramos que en 1992 Okeke utilizo xilosa al 1% como sustrato
para la produccion de xilanasas extracelulares de Streptomyces EC22 reportando una
actividad de 0.26 U/ml (estas unidades estan dadas bajo las condiciones del ensayo
enzimatico reportadas en ese trabajo) que es una cuarta parte aproximadamente del maximo
valor reportado utilizando xilosa a la misma concentracién en este trabajo. En ese mismo
reporte los investigadores utilizaron glucosa al 1% como fuente de carbono y detectaron una
actividad de 0.18 U/ml, que es mayor que cualquiera de las detectadas en este trabajo al
utilizar glucosa al 1% o 2%.

De los resultados obtenidos en esta fermentacion podemos concluir que la adicion de los
mondmeros glucosa y xilosa, en fermentaciones con bagacillo de cafia como fuente de
carbono y a concentraciones de 1%, tienen un efecto negativo en la produccion de xilanasas
extracelulares de Streptomyces sp CH-M-1035: Este efecto negativo probablemente se deba
a la represion catabolica provocada por estos monomeros. Solo en la fermentacion en la que
se adiciond xilosa al 0.5% se observa una estimulacion de la produccion de xilanasas
extracelulares, pero solo en un tiempo fue mayor la actividad que la obtenida cuando crecié
en bagacillo de cafia de azucar.

3.3.5 Efecto de modificaciones en el medio salino utilizado para la produccién de
xilanasas extracelulares de Streptomyces sp CH-M-1035.

Una de las ventajas que offrece el Streptomyces sp CH-M-1033 es el requerimiento
minimo de sales minerales que tiene para producir xilanasas extracelulares utilizando
bagacillo de cafia o xilanos purificados como unica fuente de carbono. A diferencia de
nuestra cepa otras cepas de Streptomyces reportadas en la bibliografia necesitan de medios
salinos de composicion quimica mas compleja, ademas de la adicion de complementos

organicos, para producir xilanasas extracelulares (Cuadro 1 de Introduccion). Para conocer
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el efecto de modificaciones en el medio utilizado sobre la produccion de xilanasas, hicimos
una serie de fermentaciones en las que se suprimieron o cambiaron las concentraciones de
las sales utilizadas ademas de probar el efecto de la adicién de complementos organicos.
Utilizamos como fuente de carbono bagacillo de cafia, que es uno de los mejores sustratos
utilizados durante esta investigacion para producir xilanasas, y evaluamos la actividad
xilanolitica de los filtrados obtenidos.

Los resultados de la modificacion del medio se muestran en las graficas de la figura 7
donde incluimos la grafica control en la que no se modifico el medio usado para la
fermentacion. En todos los casos en los que se modifico la composicion del medio, la
produccion enzimatica fue menor en comparacion con la actividad obtenida con todos los
componentes del medio. Al suprimir el fosfato de potasio monobasico la actividad
enzimatica fue baja durante las primeras 60 horas pero a partir de las 64 horas se incrementa.
Los valores de pH se hicieron mas acidos durante el transcurso de la fermentacioén
probablemente debido a la falta de la propiedad amortiguadora del potasio.

Con la eliminacion del sulfato de amonio, apenas se detecta actividad enzimatica durante
las primeras 60 horas; a las 100 horas hubo una actividad de 3.0 U/ml. Al aumentar a 0.3%
la concentracion de sulfato de amonio en lugar de eliminarlo la produccion enzimatica fue
muy baja. Los perfiles de pH al modificar el sulfato de amonio se mantuvieron relativamente
estables durante la fermentacion, salvo en la fermentacion con sulfato al 0.3% donde a las 50
horas, hay un valor de pH que bajo considerablemente. Al suprimir las sales minerales
usadas y utilizar agua de la llave con urea la actividad enzimatica practicamente no se
produce.

Con la supresion de cualquiera de las sales utilizadas para la produccion de xilanasas, la
actividad enzimatica obtenida es menor en comparacion con la obtenida en el medio control
donde no se modifico la composicion del medio salino. La eliminacion total de las sales
utilizadas no permitid que se llevara a cabo la produccion de enzimas xilanoliticas ain

cuando estuviera presente el bagacillo de cafia, posiblemente por la limitacion de los &tomos
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Fig. 7 Efecto de la modificacion del medio salino minimo en la produccion de xilanasas
extracelulares por Streptomyces sp CH-M-1035 utilizando bagacillo de cafia al 1% como tnica
fuente de carbono en matraces agitados a 200 rpm y 37°C. La cuantificacion de la actividad
xilanolitica se determind en alicuotas de filtrados libres de células y dializados. Control (#); sin
fosfato de potasio ( ¥ ); sin sulfato de amonio ( ¥ ); con 0.3% de sulfato de amonio (®); con agua

de la llave y urea (O).
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de fosfato y azufre que estan involucrados en la biosintesis de la biomasa microbiana, por lo
que se puede inferir que el crecimiento del microorganismo es muy bajo.

a) Complementos nitrogenados

Ademas de la modificacion en la composicion del medio salino minimo, evaluamos el
efecto de la adicion de los complementos nitrogenados organicos extracto de malta y
extracto de levadura en la produccion de xilanasas extracelulares de Streptomyces sp CH-M-
1035. Para ambos complementos manejamos una concentracion de 0.1% y fueron
adicionados a medios en los que se uso bagacillo de cafia de azicar al 1% como unica
fuente de carbono. Los resultados se muestran en la figura 8 donde se incluyd un control
con bagacillo de cafia y medio salino minimo sin complementos nitrogenados. Al adicionar
independientemente el extracto de levadura y malta, durante las primeras 50 horas la
actividad xilanolitica no fue mayor de 0.2U/ml, en ambos casos se increment6 la actividad a
partir de las 60 horas y se alcanzé el maximo valor de 3.4U/ml a las 100 horas en el medio
complementado con extracto de levadura y en el medio en el que se adiciond extracto de
malta fue de 2.2 U/ml con extracto de malta también a las 100 horas, después de este tiempo
la actividad se mantiene relativamente constante para ambas graficas. Cuando se
complementé el medio con extracto de malta y extracto de levadura la actividad enzimatica
fue menor que al adicionarlos independientemente y es hasta las 100 horas que se obtuvo el
maximo valor en la actividad enzimatica que fue de 0.4 U/ml .Todos los perfiles de pH de
esta fermentacion, salvo el control, muestran un comportamiento irregular ya que con
extracto de levadura el pH se mantiene en un intervalo de 6.0 a 6.5 salvo a las 60 horas en
que es de 7.0; con extracto de levadura el pH se vuelve acido y a las 60 horas se detecta un
valor de 4.5 aprox. pero en el siguiente tiempo vuelve al rango de neutralidad, finalmente
con ambos extractos el pH se registro acido las primeras 70 horas y después de este tiempo
los valores de pH se tomnan alcalinos pero, aparentemente, el comportamiento de pH no
tiene relacion alguna con la produccion de xilanasas.

Los resultados aqui presentados muestran que la adicion del extracto de malta y extracto

de levadura al medio utilizado para la produccion de xilanasas dio como resultado que la
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Fig. 8 Efecto de la adicion de complementos nitrogenados organicos ¢n la produccion de xilanasas
extracelulares de Streptomyces sp CH-M-1035 utilizando como fuente de carbono bagacillo de caiia
al 1%. La cuantificacion de la actividad xilanolitica extracelular se determind en alicuotas de
filtrados dializados y libres de células. Control sin complementos (#); con 0.1 % de extracto de
levadura ( @ ); con 0.1% de extracto de malta ( ¥ ); con 0.1% de extracto de malta y 0.1 % de

extracto de levadura ( v ).
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actividad xilanolitica de estos filtrados fuera menor que en el medio en el que no se
adicionaron. Probablemente esto se deba a que el medio se enriquecid nutricionalmente con
la adicion de los extractos de malta y de levadura por las vitaminas, factores de crecimiento
y otras moléculas organicas que presentan. Es posible que en este medio tan enriquecido los
microorganismos prescindieran de la utilizacion del bagacillo de cafia mientras consumian las
moléculas organicas proporcionadas por los extractos. De esta manera podria explicarse el
atraso en el tiempo de produccion de las xilanasas del Streptomyces sp CH-M-1035. Este
efecto negativo del extracto de levadura en la produccion de xilanasas del Streptomyces sp
CH-M-10335 es opuesto al reportado para la especie Bacillus polymixa (Pifiaga et al, 1993) y
Schizophyllum commune (Haltrich and Steiner, 1994) quienes reportan que en los medios
que solamente tienen (NH,);S0; como fuente de nitrogeno la produccion de xilanasas es
muy baja y que para ambos microorganismos es indispensable la adicion de extracto de
levadura para tener una buena produccion de xilanasas extracelulares.

Tanto el extracto de levadura como el extracto de malta son organicamente complejos
pues tienen varios tipos de vitaminas, fuentes de nitrogeno y fuentes de carbono. La
presencia de estos elementos enriquecen el medio al que se adicionan favoreciendo el
crecimiento de los microorganismos. Es posible que el Streptomyces sp CH-M-1035 evite la
utilizacion del bagacillo de cafia mientras consume los complementos organicos del medio y
una vez agotados estos comienza a utilizar el bagacillo de cafia retrasando el tiempo de
produccion de xilanasas.

Por los resultados obtenidos en esta fermentacion, podemos decir que el Streptomyces sp
CH-M-1035 no requiere de complementos organicos para la produccién de xilanasas al
utilizar medio salino minimo con bagacillo de cafia como tnica fuente de carbono ya que su
presencia implica disminucion en la produccion de estas enzimas xilanoliticas,

3.3.7 Produccion de xilanasas extracelulares utilizando como fuente de carbono
diferentes tipos de celulosas

Algunos de las cepas que actualmente se estudian como productoras de xilanasas fueron

seleccionadas previamente como degradadoras de materiales lignocelulosicos (que estan
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constituidos principalmente de celulosa, hemicelulosas y lignina). Estos microorganismos se
seleccionaban por su capacidad de sintetizar celulasas y hemicelulasas, principalmente
xilanasas (Haltrich and Steiner, 1994). Por tal razon es comin encontrar que las xilanasas de
varios microorganismos xilanoliticos pueden ser inducidas, ademas de los xilanos, con
diferentes tipos celulosas (Roger and Nakas, 1989).

En este trabajo evaluamos la produccion de xilanasas de Strepromyces sp CH-M-1035
utilizando como fuente de carbono celulosa microcristalina (CM), carboximetilcelulosa
Whatman (CMCy) y carboximetilcelulosa Sigma (CMCs), que son de las celulosas mas
cominmente utilizadas para la induccion de enzimas celuloliticas y xilanoliticas.

Los resultados se muestran en la figura 9 y, como se puede apreciar, no se detectd
actividad xilanolitica en los filtrados de la fermentacion en la que se utilizo CM al 1% como
sustrato; en cuanto a su perfil de pH los valores se hicieron mas neutros durante el curso de
la fermentacién. Son interesantes los resultados obtenidos con las carboximetilcelulosas ya
que las producciones son diametralmente opuestas entre si, pues mientras que con CMCy
no se detecto actividad xilanolitica si hubo produccion de xilanasas con CMCs. Al utilizar la
CMC; se registro actividad xilanolitica a partir de las 50 horas de fermentacion con un
comportamiento ascendente y a las 74 horas se registro el maximo valor de actividad
xilanolitica de esta fermentacion que fue de 1.2 U/ml. Los perfiles de pH de los filtrados con
las carboximetilcelulosas utilizadas se hicieron mas basicos con el transcurso del tiempo,
aunque los valores de pH de los filtrados de CMC; fueron mas basicos que los medidos en
los filtrados de CMCy, .

La CM y CMCy son celulosas insolubles en agua por lo que el microorganismo pudo
tener dificultades para la utilizacion de este sustrato limitando su crecimiento y la
produccién de xilanasas. En cuanto a la produccion de xilanasas obtenida en el medio con
carboximetilcelulosa Sigma puede explicarse considerando la naturaleza de este sustrato ya
que las celulosas comerciales contienen xilanos que se consideran contaminantes (Haltrich
and Steiner, 1994). Si a esto le agregamos la solubilidad de la carboximetilcelulosa Sigma

conferida por la sal de sodio que contiene (Aspinall, 1986), que lo hace un sustrato mas
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Fig. 9 Produccion de xilanasas extracelulares por Streptomyces sp CH-M-1035 utilizando como
fuente de carbono diferentes tipos de celulosas en matraces agitados a 200 rpm y 37°C. La
cuantificacion de la actividad xilanolitica extracelular se determind en alicuotas de filtrados
dializados libres de células. Carboximetilcelulosa Whatman al 1% ( v ); carboxumetilcelulosa

Sigma al 1 % ( ¥ ); celulosa microcristalina Avicel al 1% (®).

60



susceptible al ataque enzimatico que las otras celulasas utilizadas, es posible que el
microorganismo pueda utilizar estas pequeiias cantidades de xilanos presentes en la CMC
para inducir la sintesis de xilanasas. También existe la posibilidad de que la actividad
cuantificada sea el resultado de la accion de alguna enzima con doble actividad capaz de
hidrolizar celulosa y xilanos, como la reportada por Bailey y colaboradores en 1993, aunque
para confirmar o rechazar esta propuesta hace falta realizar estudios de purificacion y
determinacion de actividades enzimaticas mas especificos.

Ishaque y Kluepfel (1986) reportaron para la especie Strepfomyces flavogriseus, que al
utilizar como fuente de carbono Avicel al 1% no detectd actividad xilanolitica. Caso
diferente es el de la cepa Streptomyces EC22 (Okeke and Paterson, 1992) para la cual la
celulosa microcristalina induce mejor que los xilanos la sintesis de xilanasas reportando una
actividad maxima 2.10 U/ml con la celulosa microcristalina (bajo las condiciones reportadas
para la cuantificacion de xilanasas en ese trabajo). En lo referente a las carboximeticelulosas,
bibliograficamente se ha reportado para Streptomyces EC22 (Okeke and Paterson, 1992)
una actividad de 0.67 U/ml utilizando como sustrato CMC (segun las condiciones de
reaccion reportadas en ese trabajo), que es un valor menor que el obtenido en este trabajo.
Para las cepas Aspergillus sydowii MG49 (Ghosh and Nanda, 1994), Cellulomonas fimi
(Khanna and Garui,1993) y Trichosporon cutaneum (Hrmova et al, 1984) la
carboximetilcelulosa y la celulosa microcristalina no inducen la sintesis de xilanasas. Caso
contrario es el de las cepas Schizophyllum commune (Haltrich and Steiner, 1994) y
Trichoderma longibrachiatum (Roger and Nakas, 1989) para las cuales las celulosas
utilizadas son mejores inductores que [os xilanos.

Por los resultados aqui presentados resulta claro que la celulosa microcristalina y la
carboximetilcelulosa de la marca Whatman no son inductores para la sintesis de xilanasas de
Streptomyces sp CH-M-1035. Solamente con la carboximetilcelulosa de la marca Sigma
hubo produccién de xilanasas pero hace falta realizar un estudio detallado para saber si esta

carboximetilcelulosa es la responsable de esta actividad, contiene impurezas hemicelulosicas
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que son las responsables de la produccion de las xilanasas o se produce alguna enzima con

cierta inespecificidad en cuanto al sustrato que puede actuar sobre xilanos y sobre celulosa.

3.3.8 Deteccion de actividad celulolitica extracelular en filtrados libres de células de
Streptomyces sp CH-M-1035.

Por la aplicacion potencial de las xilanasas en el bioblanqueamiento de la pulpa de
celulosa para la fabricacion de papel, para la eliminacion de los xilanos sin dafiar a la celulosa
(Wong and Saddler, 1992; Khanna and Garui, 1993), se ha dado énfasis a la seleccion de
cepas productoras de xilanasas a partir de las cudles se puedan obtener filtrados crudos con
altos niveles de actividad xilanolitica pero libres de celulasas. Muchos de los organismos
productores de xilanasas reportados en la bibliografia también son productores de enzimas
celuloliticas (Biely et al, 1995, Hrmova et al, 1985, Ishaque and Kluepfel, 1981; MacKenzie
et al, 1987, Morag et al, 1990; Pometto III and Crawford, 1986, Rajoka and Malik, 1984).
Son relativamente pocos los sistemas productores de xilanasas en los que sus filtrados
carecen de actividad celulolitica (Purkarthofer et al, 1993; Ghosh and Nanda, 1994) y, como
se menciono en la introduccion, hay un particular interés en este tipo de microorganismos
xilanoliticos que no produzcan celulasas bajo las condiciones de produccion de xilanasas.

Se habia detectado en forma preliminar la carencia de actividad celulolitica en filtrados
de Streptomyces sp CH-M-1035 (Datos no mostrados), lo que consideramos una
caracteristica particularmente interesante del microorganismo. Por tal razon decidimos
evaluar la presencia de actividad celulolitica en filtrados libres de células del organismo
creciendo bajo las condiciones de produccion de enzimas xilanoliticas en medios con xilanos
purificados, bagacillo de cafia y celulosa microcristalina como fuente de carbono, todos en
concentracion de 1%

Como se puede apreciar en la figura 10 no se detecto actividad enzimdtica de celulasas
sobre papel filtro (PF) en ninguno de los filtrados obtenidos. Esto puede explicarse

considerando que ninguno de los sustratos utilizados como fuente de carbono induce la.
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Fig. 10 Deteccidn de actividad celulolitica extracelular sobre papel filtro de Streptomyces sp CH-M-
1035 crecido sobre sustratos celuldsicos y hemicelulésicos como fuente de carbono en matraces
agitados a 200 rpm y 37°C. La cuantificacion de la actividad celulolitica se determind en alicuotas

de filtrados dializados libres de células. Bagacillo de caiia al 1% (®); xilanos al 1% (#); celulosa

microcristalina Avicel al 1% (W).
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sintesis de celulasas capaces de hidrolizar al PF bajo las condiciones de produccion de
xilanasas o bien que el microorganismo no cuenta con la informacion genética necesaria para
la sintesis de celulasas degradadoras de celulosa organizada,

Por estos resultados podemos afirmar que el Streptomyces sp CH-M-1035 no produce
celulasas bajo las condiciones de produccion de enzimas xilanoliticas utilizando bagacillo de
cafia, celulosa microcristalina o xilanos purificados como fuente de carbono siendo los dos
primeros materiales celulosicos: También se confirman los resultados anteriores de que el
Streptomyces sp CH-M-1035 no produce celulasas en sustratos celulésicos (Jiménez G.,
comunicacién personal), probablemente porque no hay crecimiento del microorganismo
sobre ellos por carecer de la maquinaria enzimatica celulolitica necesaria para la utilizacién

de estos materiales
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4. CONCLUSIONES
Se lograron obtener xilanasas extracelulares en fermentacion sumergida por

Streptomyces sp CH-M-1035 a partir de bagacillo de cafia y se realizo la evaluacion

comparativa de esta produccion con la obtenida al utilizar otros sustratos.

1. El Streptomyces sp CH-M-1035 es un buen productor de xilanasas extracelulares. La
sintesis de estas enzimas es inducida por bagacillo de cafia y xilanos purificados
consiguiendo mejores valores de actividad enzimatica con el primero. La cascara de
limén, xilosa y carboximetilcelulosa Sigma también inducen la sintesis de xilanasas pero
en menor grado que bagacillo de cafia.

2. La adicién de xilosa a medios con bagacillo de cafia provoca disminucion en la
produccién de la actividad xilanolitica, mientras que la adicion de glucosa no permite la
expresion de la sintesis de xilanasas por represion catabélica.

3. Con materiales celulésicos como la celulosa microcristalina y la carboximetilcelulosa
Whatman el Streptomyces sp CH-M-1035 no produce xilanasas extracelulares, mientras
que con carboximetilcelulosa Sigma se registran niveles bajos de esta actividad.

4. No se detectd actividad celulolitica sobre papel filtro en los filtrados de Strepfomyces sp
CH-M-1035 crecido en bagacillo de cafia de azicar ni en celulosa microcristalina.

5. La modificacién del medio salino minimo provoca disminucién en la produccion de
xilanasas de este microorganismo por lo que se establece que las composicion que
presenta es la minima necesaria para la produccion de xilanasas en presencia de bagacillo
de cafia.

6. La adicién de los complementos organicos complejos como extracto de levadura y
extracto de malta afectan negativamente la produccion de xilanasas extracelulares de
Streptomyces sp CH-M-1035.

Por todas estas razones consideramos que la especie mexicana Streptomyces sp CH-M-

1035 es una cepa xilanolitica interesante, con potencial de aplicacion y explotacion

biotecnoldgica a futuro, la cual vale la pena continuar estudiando para profundizar en el

conocimiento de sus sistemas enzimaticos, los mecanismos que lo regulan y el
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esclarecimiento de los procesos biotecnologicos necesarios para su produccién a gran

escala.
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