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LISTA DE ABREVLA.TURAS 

Cl\fC: Carboximetilcelulosa. 

KDa: Kilo daltones. 

DNS: Acido dinitrosalicílico. 

TRIS: Tris(hidroximetilaminometano ). 

TE1\1ED: N,.N,.N · ,.N · .-tetrametileti1endiamina. 

PBS: Regulador de fosfatos salino. 

C!\1.Casa: CarboximetiJceluJasa. Nombre arbitrariamente asignado a la acth;dad de 
endoglucanasa. 

Pf"asa: Nombre arbitrariamente asignado a Ja actividad enzim<itica sobre papel filtro. Esta 
actividad representa el complejo celulasa. 

Solk:a floc: Tipo de celulosa que contiene f"egiones amañas y cristalinas,. su pureza es. del 
90 al 95~-ó. 



RESU~1EN 

Este trabajo se enf'oca principalmente al estudio de las celulasas y xilanasas 

producidas por Cel/ulomona!• .flm•igena. bacteria que degrada materiales celulósicos 

fonnados por tres componentes principales: celulosa. hemicelulosas y lignina. Estas 

enzimas juegan un papel muy importante en el proceso digestivo de Jos herbívoros. ya que 

estos polisacáridos son Ja principal fucnté de nutrientes de los runúantes. Además proveen 

a través de Jennentaciones microbianas sustratos que son utilizables para la industria 

farmacéutica,. quimica y alimentaria. entre otros. L1na ventaja de utilizar estos materiales es 

que son una fuente renovable encontrada en residuos agrícolas como bagazo de cañ~ 

residuos de maiz. desechos de papel. desechos de animales, desechos municipales etc. Se 

ha propuesto que la celulosa y la xilana tienen un efecto sinergista sobre las actividades 

(xilanolitica y celulolitica). dejando entrever que tanto las xilanasz.s como Jas ceJulasas 

están sujetas a un mismo sistema de control. tambien se propone que una misma proteina 

presente diferentes actividades enzimáticas. En el presente trabajo se pretende integrar los 

conocimientos que exjsten de las dos enzimas llevando a cabo una comparación en Ja 

producción de Cstas en diferentes fuentes de carbono para contribuir al conocimiento de 

su regulación metabólica. 
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1.0 INTRODUCCIO;>;. 

Este trabajo se enfoca principalmente al estudio de las celulasas y xilanasas 

bacterianas._ no obstante~ es preciso recordar que éstas son también producidas por otros 
organismos como levaduras y hongos<> aunque no todos producen cantidades significativas 
de estas enzimas. El estudio de las celulasas y de las xilanasas<> es de suma importancia ya 
que son capaces de hidrolizar enlaces glicosídicos 13-1 ~4 de los principales polisacáridos 

esu-ucturales de las plantas: celulosa y hemicelulosa (xilana principalmente). Estas enzimas 

juegan un papel muy importante en et proceso digestivo de los herbívoros~ ya que estos 
polisacáridos estructurales son la principal fuente de nutrientes de los rumiantes. Ademas 

proveen a través de fermentaciones microbianas sustratos que son utilizables para la 
industria farmacCutica,. quimica y alimentaria principalmente. Una ventaja de utilizar estos 

materiales es que son una fuente rápidamente renovable incluyendo residuos agrícolas 
como bagazo de caña,. residuos de maíz. desechos de papel,. desechos de animales, 

desechos municipales etc. Desde un punto de vista económico, es esencial que todo este 
material sea reutilizado. 

1-1 J\llCROORGA;>;IS:\10S CELlJLOLÍTICOS Y XILASOLÍTICOS 

La mayoría de los microorganismos que crecen en residuos de plantas, producen 

naturalmente enzimas tanto celuloliticas como xilanoliticas lo cual no debe extrañarse en 
vista de la estrecha asociación que existe entre la celulosa y la xilana en las paredes 

celulares de las plantas. Existen diversos organismos que son capaces de degradar la 

holocelulosa hasta derivados solubles de la misma, donde los sistemas celuloliticos y 

xilanoliticos de cada uno de dios están con1puestos por diferente número y tipo de 
enzimas.(Tabla 1) 

La mayor parte de la degradación de la celulosa que ocurre en la naturaleza, se 
11eva a cabo por un gran número de microorganismos, entre Jos que se encuentran hongos, 
bacterias, actinomicetos. y protozoarios. Este proceso de degradación se lleva a cabo bajo 

condiciones aeróbicas. anacróbicas, mesofiJicas y termofilicas. (Saxena..1991). 

Dentro de las bacterias ccluloliticas, el gCnero Cc://11/omonas. es el que más se ha 
estudiado debido a su gran capacidad cclulolitica. En base a sus homologías de DN~ se 

considera que este genero comprende siete especies, las cuales pueden ser aisladas de 
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f'uentes naturales sembradas en condiciones aeróbicas en un medio de sales minerales 
conteniendo biotina y tiamina como factores de crecimiento y celulosa como fuente de 
carbono. Las principales especies estudiadas han sido C. fimi, C. uda y C. flal'igena. 
Estas especies producen altos niveles de enzimas celulotíticas cuando crecen en celulosa 

insoluble. (Stackebrandt & Keddie, 1986) 

Tabla t. Klcr-e•rvanlsmes Ce.lulaUUcas 

!\.licroorc.anismo 

Cellulomona..,,.flCT1'igena 

Ce/lulomona.o;fimi 

.\flcrobi.<opora bi.o;porn 

Clostridium thcrmoc~llum 

Trtchodenna ree.o;r/ 

Phanernchacte chry-sosporium 

Clostridium ccllulo(\'lieum 

A.sprrgil/us -"'P· 

Pseudomona . .,,.fluoN!."iCf!'ns 

Cel/ulomonas uda 

Cryptococrus nlbldu ... 

Bacillu .... o;ub11/i ... 

Enzima 

cndoglucanasa 

cxo y cndoglucanasa A 

cndogluc:masa A 

xilan.asa Z/cndogJucanasa 

cclobiohidrolasa 1 y ll/cndoglucanas.35 1 y 111 

cndoglucanasa 

cndoglucanasa A 

xi1anaS3 

cnd::tgJucano.sa.'silo.n.:i53 

cndogluc.an;asa 

xiJ:m:asa 

cndoclucana.s.:a 

BCguin. 1990 

La celulosa es el principal componente estructural de plantas y vegetales además 
de ser el material orgánico mas abundante del mundo. Los materiales celulósicos contienen 
tres componentes principales: celulosa... hemicelulosa y lignina~ la celulosa es utilizada 
como fuente de carbono y energia por un gran número de microorganismos. es un 
polimcro simple de residuos de glucosa • que van desde 14,000 unidades c:n la celulosa 
nativa de plantas, y de 50 a 5000 en ceJulosas comerciales. Estos residuos se encuentran 
unidos por enlaces glicosídicos B-1,4 rotados 180" con resyecto a Jos residuos vecinos. es 
decir que las moléculas de celulosa al estar en forma paraJela entre sí unidas por puentes 
de hidrógeno_ forman rr.icrofibri11as cristalinas insolubles y altamente resistentes a la 
hidrólisis enzimática, lo que hace que la degradación de los materiales cclulósicos sea 

lenta. 
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La xiJana es Ja más abundante de las hemicelulosas .. y por lo tanto. después de la 
celulosa es el polisacárido más abundante ~n ta naturaleza,. está compuesta de residuos de 
xilopiranosa unidos por enlaces B-1 .. 4,. y es caracteristica de maderas duras. maderas 
suaves. pastos y plantas anuales. (Coughla~ 1993) Su estructura es compleja ya que tiene 
ramificaciones que dependen de la fuente de donde pro\'engan. estas sustituciones pueden 
ser principalmente residuos de acetil,. arabinosil y ácido-4 0-metilglucurónico. (Gilben, 
1993). En contraste con la celulosa. Ja estructura de Ja xilana no es uniforme. además de 
que tiene otros componentes. Dependiendo de la fuente. la estructura de Ja xilana varia de 
ser una cadena lineal de 13-1.4-xilosas a tener ramificaciones de heteropolisacáridos (Biely, 
P. 1993). 

Los principales constituyentes hemicelulósicos de los residuos agrícolas son las 
hetero-1,4-B-D-xilanas (arabino-4-0-metilglucuronoxiJanas y 4-0-metil-glucuronoxHanas) 
y las hetero-J .. 4-B-D-mananas (galactoglucomananas y glucornananas) (Dekker, 1983). 

Las heteroxilanas son el principal componente hemicelulósico de las gramíneas y 
las angiospermas, mientras que las J3-mananas son más abundantes en las gimnosperrnas 
(Dekker, 1983 ). Bisa ria & Ghose en J 981.. publicaron estructuras de algunas 
hemicelulosas .. las cuales se presentan en la Figura 2. 

La xiJana de umaderas durasn, es típicamente O-acetil-4-0-metilglucuronoxilana 
con aproximadamente JO~ó de unidades de xilosa con uniones laterales a-1.2 a un ácidc;:> 4-
0-metilglucurónico, y un 700/o de xilosas aceti!adas en los carbonos 2 y 3 (Gilben. 1993). 

La xilana de ••maderas suaves" .. es comunmente arabinoxilana en donde 
aproximadamente el 1 OC?-ó de las unidades de xilosa se encuentran sustituidas con residuos 
de arabinofuranosa con uniones cx-2 .. 3 (\Vhistler & Richards, 1970; Biely. 1985). 
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Aoura 2. Estructura de algunas bemlc&lulau-s 

.. .:.¡. B • D·X1lc· l1 -.:.¡. B•D· X11c-t1 -.:.1 ·G. ·D· XilP· 11 -.:.1-Q.-D ·X•IP·t1 -
3 3 

1 1 
Q • L ·Atal o· L ·.=.tal 

L·Arabino-D-Xilana <caja de trigoJ (11 

--.:.1 • B - o - Xilc • 11 - 4) - a. D. Xilo. (1 - .:.1.;. 3 - D - Xilo .. n - 4) • il - o - Xilp. C1 -
3 2 
1 1 

a • L - Atal a• D • GlcDA 

L•Arabino•O·Glucorono-0-xilana (residuos a;irlcolas• (11) 

··41 - B - D - Xila - C1 - 4J. B - D .. Xilo. C1 - .:.1 - !l - o .. Xilp - (1 -- 4J .. a. D - Xilp - 11 -
2 2 . 

1 1 
a - o - GleoA a • D • GlccA 

D·Glucurono-0-Xilana (madera) 

Araf: Arabinofurosidasa 

Xilp: Xilopiranósido 

GJcpA: GJucopiranosilurónico 

11111 

Bis.aria y Chosc. 1981. 
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J.2 ENZL'\IAS XILANOLÍTICAS 

La-s enzimas qu~ degradan las heini~elulosas son Uamadas herrtlcelulasas las cuales 
se clasifican de acuerdo a los sustratos sobre Jos cuales actúan. 

A pesar de que existen muchas similitudes entre las celulasas y las xHanasaSy tienen 
además ciertas diCerencias entre ellas. Estas diferencias son causadas por Ja gran 
heterogeneidad tanto química como estructural de Ja xilana con respecto a Ja celulosa. 

El ténnino xilanasa se refiere a enzimas que son capaces de hidrolizar enlaces B
J .4-D-xiJopiranosil de las 0-1 p4-D-xilanas, principalmente arabinoxiJanas. 
arabinoglucuronoxilanas. arabino-4-0-metil-D-glucuronoxilana y glucuronoxilana. Se ha 
reponado Ja presencia de D-xilanasas en bacterias de ambientes terrestre y marino.,. en 
hongos, bacterias y protozoarios del rumen. insectos. caracoles. crustáceos. al.gas marinas 
e jncJuso en semilJas gem1inadas. Fig.3 (Dekker y Geoffrey. 1976). !\•fuchas de estas 
xilanasas son isocnzimas que tienen especificidades similares y que difieren en contenido 
de aminoácidos o carbohidratos. presentando así diferencias en sus puntos isoeléctricos. en 
su estabilidad y en su actividad a diferentes valores de pH. 

Rgura 3. FUenres d• XJlanasas 

aacuri.M ..... ,,__ 

~u-~.._ 
•-wr-ow111~1.-
~w~11--..-,oJ. 
._,.,,.~-~ 

=:==~
~-..._. -,,,_._ _ _.,_..... . 
A_.,........_-..-.W 

~!:~"":..~-
.U~'T'"'AJ_,..,,u,,., ,,..._ 
.U-'T'"- _,.,.,. ... _ ........... 
A3~'T'IJM# .....,..=-' 
All~'T·"- ,,,_ 
.u,..'T•IW .,,,..,._ ...,,..,,.u- .......u.t 
~,..._ ..... ,.liu 
CI~"'°""-..:,.,._....._ 
c,P"-u.,,.._.._,_.~,..,. 

C1n1.,_.,,1"8~• 
Clrrrupo<"a _........., a.---1"""""'-0......-.-1~- "•r. ar .. 
~- .... Uaw~ 
a~P'O"'-"'"'°""""'"' ~~~---"1/oU' 
CoJJ~lto• ....,._F"Q 
C-Mo~11nrt-ri;. 

.c ..... ~,_C>...,,,........ •· 
D1~ª""'""'
ú~-uw~ ,_, __ 
,_,,,..,,._ ,..,.,.,_.,._ ,..,.,._.._,_ 
O.•H,.,,"4~ 

~~'-,..."""a.-,,...u.""',_ 
H!~·· 

"--/'7"C1'¡,,,,,..~ 

~lltr/1--N_,...,._.._ ,,__._,. "" __ _,..._.. 
""'..._,-~,,,_ M1.....r.,..,.1-11wr 
N ... ~ ... --~,..,..,ITW,,_. •. 
Onll>O,...,lllP· 
,.,...,n~..,..."P,.,-nu.- r..rlc,_._ 
/!'1 .... nl.!..-J.r,,._ 
;;:~it=j~a= 
,.,,,.. • .llp. 

AA.~~-~ 

AA.u-p..1 •· 
,.Jw~ .......... 
/C.N~O"l·t"I 
Srlu:o~.:-~ 

S.·i.trroa-• '~"'"'"
Slll~ ro{bu s.,,,..._., .... ,_~ 
.,,~,.,,,,.~ r,_._.,,.._ 
r.._,, ..... ~ 
Tr"Olt'~-•
Tr"Olt'~"-U.."f" 
':""~,.._,,, .. .._.. 
r~~= .!Li--=-
v .... nu.-~"-
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En Ja Fig. 4 se muestran los sitios de acción de las enzimas involucradas en la 
de~TTadación de la xilana donde se observa que la enzima crucial para Ja despofimerización 
de Ja xil.ana es Ja endo-0-J.4-xilnnnsn (EC3.~.l.8). la cual ataca la cadena principal 
generando xilooligosacáridos (Biely. 1993). Los sustituyentes de Ja cadena principal son 
liberados por las correspondientes esterasas y glicosidasas de Ja siguiente manera: 

O Residuos de cx.-L-ar.abinosil por la o:-L-arabinofurnnosidnsa (EC3.2. l .55). 
O Residuos de 4-0-metil-D-gfucuronosif o D-glucuronosil por la a-glucuronidasn. 
<> Residuos de ácido acético. ácido p-cumárico,. y ácido f'enJlico, por sus correspondientes 
esterasas. (:1cetilesterasa, feruloiJ (p-coumu.roi1) esterasa .. 

0-iilosidasa ó xilobiasa (EC 3.2.1.3 7). ataca los xilooligosacá.ridos generados por Ja 

acción de Ja 13-:xilanasa y otras hidrolasas de las tenninaciones no reductoras liberando D
xilosa como único producto de la hidrólisis. 

A11ura 4.. Fmgmcnt• hfp1rf11Ulc1 t:e ruana d• plantas QUI muelitra les sitios d• acción da ras endmas 
lnnlucradas •n su bidr'lliofs. · 

F¡.:JpCou-nJ 

111.7-.1 A.Taro 
~· ~? ~ -c:;ss.. ""9- 3 

-•Xyl,llt-•"""'_.,..,,-..,1.111-4>tyUfl-••r10l-cX,ur1-cJ1:,.t6't-CJl7~1-CXyl:01-X"'4'1-
2 :"" ::! 

1° .-:: l-0 
'-'cG"A """~CICA 

..... cndO·I.• ·6·•,.ta..,...., IEC 3., 1 ol 

-°O'tr·•YloB>>Gaa .. U::C.321.371 

<C:I> ... qlu(:.,.onodaso IEC 3 2 l. 1 

Ab~• usN· Ac:.. ocrf)lf &~: A."7(. '"'°f'Oboroof.,..anow: M~ 4-0-nie:h~ 
cu~ «id; Xyf. o.-..pose; Fer. (e"'I< oo<!; p.eo.,m. J><ovrnonc ood.. 

J,3 E:"'ZI.MAS CELt:LOLÍTICAS 

Bicly 1993 

Las enzimas ccJuloliticas son también producid.as por un gran número de 
microorganismos. algunos de Jos cuales excre1an grandes czntidades de elJ.as,. mientras que 
otros. aunque crezcan en celulosa. e."lo:cretan pocas o ninsuna enzima al medio (Enari. 

JO 



1983). La hidrólisis enzimática de la celu1osa cristalina es un proceso complejo que 
requiere la panicipación de varias enzin}as (Fig.5). En hongos son tres Jas enzimas 
principa1es que se sabe actúan sinergistic.amente para llevar a cabo la degradación (Enari. 
1983). éstas son: 

O ENDO-B-1,4-GLUCAN'ASAS: Rompen Jas cadenas de celuJosa a1 azar. convirtiendo 
las cadenas largas en oligosácaridos, presentándose un lento incremento de grupos 
reductores. 

O EXO-B-1.4-GLUCANASAS: Son ceJulasas que remueven unidades de glucosa o 
ce1obiosa del ex"tremo ño reductor de la cadena. de lo que resulta un rápido incremento 
de azucares reductores con poco cambio en la longitud de la cadena. 

O B-GLUCOSIDASA: Hidroliza la celobiosa a unidades de glucosa. 

FI0.5 h111Ws•ntac16n •S11U•médc1 de la hidfjll&is enztméUca de Ja celulesa. 

Cwy ... 10,ltnp"l - A"""O"P"""OUS 
A~oons.,. R•9•on.,. 

A. C .. DO- 1' - GLUC&.,.ASC 

~·~ 

e. CCLLOB•OHYD"'0LASC ICflH c,1 

c. 

D. 

-...' -. _, 
._,, 

Montenec:ourt & Eveleigh. 1 979 
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De acuerdo a este esquema. Ja endoglucanasa actúa en Ja región amorfa de las 
fibras de celulosa,, lo que provoca la formación de nuevas cadenas terminales que pueden 

ser atacadas por la celobiohidrolasa. la cual después remueve las unidades de celobiosa de 
las terminaciones no reducidas de las cadenas. La B-glucosidasa completa la hidrólisis 

remo\iendo Ja celobiosa la cual es un inhibidor de la celobiohidrolasa y la endoglucanasa. 

'Varios autores mencionan que aparentemente las bacterias 

endoglucanasas y !3-glucosidasa (B.obson y Chamblis J 989; 

celobiofosforilasa dependiendo del género bacteriano (Ghose 1981 ). 

sólo producen 
Enari, 1983) y 

Los sistemas ceJuloliticos y xiJanoliticos de cada especie están compuestos por 
diferente número de enzimas? por ejemplo en C. fimi ATCC-484. se han encontrado tres o 
cuatro enzimas. (Parece ser que dos tienen acth;dad de endoglucanasas y una de 

exoglucanasa.). Además de que pueden ser enzimas que se encuentren ya sea intra o 

e'.\."tracelulannente? por ejemplo se sabe que en las especies de Bacil/us. las enzimas 

celuloliticas son extracelulares. 

1.4 BIOSÍ.STESIS Y REGt;L-\.ClOX 

Poco se ha estudiado acerca de Jos sistemas de regulación en Ja produ~ción de las 

celulasas y xiJanasas aunque indudablemente son sistemas cataliticos que están muy 
relacionados a nivel funcional puesto que ambas hidrolizan enlaces glicosídicos !3-1.4 por 

medio de mecanismos muy similares. lCoughlan y Hazlewood. 1993). 

Salvo algunas excepciones. los organismos que degradan xilana son 

invariablem·.!'nte celuloliticos y secretan mezclas complejas de ceJulasas y xilanasas 
(BieJy.1991 ). Generalmente se acepta que las celulasas y las xilanasas son inducibJes por 

fragmentos de oligosacáridos que se forman sobre Ja acción de ni\"elcs bajos de hidrolasas 

que son producidas constitutivamente y secretadas al medio de cultivo o JJevadas a Ja 
superficie celular (Biely. 1993). Estos fragmentos. entran a la cCJula y dan Ja señal de 

síntesis de las respectivas enzimas Jo que enciende la transcrirción de Jos genes. Hasta el 

momento. no hay e\idencias de Jos sistemas que gobiernan Ja síntesis de enzimas 

celulo!iticas y xilanoliticas 
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La regulación de las enzimas que están involucradas en la degradación de Ja ~diana 

se ha estudiado menos que Ja reb>ulaci?n en celulasas (Biely,. KratJ...-y. Vrsanska y 
Unnanicova. 1980 y Biely,. l\1cKenzie·. Puls y Schneider.1986),. reponó que existen 

dif"erencias en la presencia del inductor. la xilobiosa indujo la síntesis de la xilanasa en 
Criptococcus a/bidus y en Tricod,•n11a rL•esei,. en cambio Rapp y \Vagner (1986) 

reponaron que en Ce/111/omouas este disacárido no actuó como inductor. 

Se ha demostrado que las celulasas son enzimas sujetas a regulación metabólica,. la 

cual se lleva a cabo por tres mecanismos diferentes: inducción. inhibición y represión que 
puede ser catabólica o por producto final, los cuales pueden actuar independientemente o 

en combinación. (Stewan & Leather.vood,. 1976 ~ Goksoyr & Erikser,. 1980). 

Prácticamente en todos los microorganismos celuloliticos, la síntesis de las 

celulasas es inducida por la presencia de celulosa y reprimida por la presencia en el medio 
de glucosa u otros azúcares rápidamente metabolizables. (Canevascini. 1979) 

Tanto la celulosa como la xilana y otros catabolitos ~on capaces de inducir Ja 

síntesis de ambas enzimas en microorganismos ce1u1oliticos y xilanoliticos. En hongos que 
son los m.icroorganismos en Jos que más se han estudiado estos sistemas. hay evidencias 

que indican que la re_bTUlación de la síntesis de la xilanasa en albTUnos organismos está 
estrechamente relacionada con las de las celulasas y por otra pane la inducción de las 

x.ilanasas puede ocurrir independientemente de Ja síntesis de las celulasas. Similarmente en 
las bacterias. no parece existir un mecanismo de ;e,&rulación sencillo,. las xilanasas no son 

del todo inducibles. pues se ha observado una baja acti,;dad que resulta de la sintesis de 
enzimas constitutivas que pueden requerir5-e para generar inductores de bajo peso 
molecular de la xilana nativa. 

La síntesis de ambas enzimas (xilanasas y celulasas) puede ser reprimida por 
fuentes de cai-bono fácilmente metabolizables o por Jos productos finales de su hidrólisis,. 

como Jo es la xilosa,. celobiosa o glucosa, en cambio en albrunos microorganismos,. la 
xilobiosa es un inductoi- de la síntesis de las xi1anasas,. aunque su f"ácil conversión a xilosa 

puede inhibir Ja sintesis ,;a represión catabólica (Coughlan y Hazlcwood, 1993) 

La regulación y propiedades de las cclulasas producidas por las especies de 

Cc/111/omonas parecen ser cualitativamente similares. aunque se han observado grandes 
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diferencias cuantitativas en la producción tanto de enzimas celuloJíticas como 
xilanoliticas. (Thayer et al. 1984; Rajoka & Malik, 1986). 

Rickard y Peiñs en 1981 encontraron que Cel/11/0111u11as fla\•ige11a NlAB441 
incrementó ta producción de celulasas y hemicelulasas cuando se hizo crecer en sustratos 
tignocelulósicos. Peiris y cols. (1982) observaron que en Cdlu/0111011as flcn•igena, y su 
mutante es 1-17. Ja xilana era inductor de estas enzimas. 

Dekker en 1983. publicó que las xi!anasas son enzimas inducibles y se producen 
cuando los microorganismos se desarrollan en sustratos capaces de producir desrepresión.. 
sin embargo hay excepciones en las que las xiJanasas se producen cuando se usa celulosa 

como sustrato la cual está considerada como inductor de las celulas.as. 

Leathers y col. ( 1986 ). observaron que la xi1o!:iiosa que es hidrolizada 
intracelulannente por la B-xilosidasa, es desrepresor de la síntesis de enzimas 
hem.icelulósicas. 

La xilosa es un inductor directo de las xilanasas. Se sabe también que la 
concentración usada del inductor es muy imponante ya que existe una concentración 
critica de cada sustrato para inducir determinada enzima. 

Se han hecho estudios para conocer el efecto represor o desrepfesor en la 
biosíntesis de D-xilanasa y B-xilosidasa, haciendo crecer a Ce/111/omonas flavige11a en 
dif"erentes fuentes de carbono. Pérez ( 1992),. además de observar que Ja D-xilanasa se 
localizó preÍcrentemente en el medio de cultivo y que la B-xilosidasa se encontró enlazada 
a la célula, el bagazo de caña y Ja xilana fueron los mejores desrepresores utilizando 
inóculos crecidos en glicerol, sin embargo éste último resultó ser represor catabólico de 
ambas enzimas. ~1ui\oz (1995). probó el efecto de diferentes mezclas de sustratos sobre la 
acth;dad xilanolitica y observó que Ja mezcla de xilana y solka flock favoreció la actividad 
con respecto a Ja xilana sola~ adicionaJmente notó que la presencia de celulosa tiene un 
efecto estimulante sobre la producción de las xiJanasas y en presencia de xilosa y arabinosa 
al 1 % la acti,;dad estuvo reprimida. En presencia de xilana. Ja acth;dad ceJulolitica es 
muy baja. Por otra parte,. en Ja mezcla de sustratos como xilana y celulosa. o x.ilana y 
bagazo de caña se han encontrado actividades xilanolíticas superiores a las encontradas en 
los sustratos puros, sin embar¡;o bajo estas condiciones no se han evaluado las celulasas . 
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Para detectar e identificar las diferentes enzimas. tanto celulo1iticas como 
xilanoliticas se han desarrollado diferentes. métodos zimográficos. Eriksson & Pettersson 
(1973) localizaron una endoglucanasa colocando tiras de papel filtro sobre geles de 
poliacrilamida esparcidos con carboximetilcelulosa (C!\.1C) en solución y Jos azúcares 
adsorbidos en el papel se detectaron por reacción con p-anisidina. 

Las endoglucanasas también se han detectado incorporando C~1C en los seles de 
poliacrilamida observando las zonas de hidrólisis tiilendo con iodo (Goren 8:. Hubennan, 
1976). 

Bayer et al. (1983), detectaron endoglucanasas sobreponiendo geles de agar con C~1C 
sobre los geles de poliacrilamida, el sustrato no hidrolizado se precipitó con isopropanol. 

Béguin .. (1983) detectó endoglucanasas basado en Ja observación de Teather & \Vood 
(1982) de que el rojo congo se une a las B-1,4-glucanas. 

Fitgerstam & Pettersson ( 1979), prepararon antisueros específicos con celobiohidrolasa y 

endoglucanasa de T. rcesei como antigenos. con la ayuda de estos antisueros, es posible 
detectar las enzimas en solución. Nummi er al. en l 980, prepararon un amisuero contra 
todas las proteinas del filtrado de un cultivo de T. reesei. 
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1.5 ALTER.'<ATIVAS BIOTECNOLÓGICAS 

Tradicionalmente. Ja aplicación tanto de las celulasas como de las hemice1ulasas se 

ha \.isto desde la perspectiva de Ja bioconversión de materiales Jignocelulósicos hasta 

producir productos de aJto valor como Jo es Ja proteína unicelular. combustibles y otros 

productos químicos. La bioconversión es una posibilidad que se ha considerado con el fin 

de utilizar Ja acumulación masiva de residuos agrícolas. fores!ales y municipales. 

Actualmente. Jas preparaciones de estas enzimas sc-n utilizadas en la clarificación de jugos. 

además las celulasas se utilizan en Ja e:\.""tr-acción de jugos y de aceites de b.s semillas y de la 

pulpa de frutas. También se espera que las celulasas y las hemicelulasas tengan un gran 

impacto en el proceso de alimentos para animales no TUmiantes ya que al adicionarlas a Jos 

alimentos se aumenta Ja digestibilid3d y el valor nutricional de los mismos. 

Considerable interes se ha enfocado en el uso de las hemicelulosas en Ja industria 

de Ja pulpa y del papel. varios estudios indican que las xilanase.s zyudan a reducir Ja 

cantidad de cloro utilizado para blanquear la pulpa. (Biely. 1985; CoUghlan and 

Hazlewood. 1993; Tremblay and Archibald. J 993) además de que un tratamiento de Ja 

pulpa con las xilanasas ayuda a Ja C:\.""tracción química de la lignina. perrrtitiendo un ahorro 

significante de sustancias qu 'micas que son usadas para el blanqueo en y una reducción de 

Ja emisión de compuestos tóxicos en el medio ambiente. Para esta aplicación se requiere 

una preparación de xilanasas especificas carente de actividad celulolitica para evitar Ja 

reducción de Ja celulosa. A este respecto. se han realizado bastantes estudios con 

ingeniería genética con el fin de obtener microorganismos recombinantes capaces de 

producir e hiperproducir las enzimas de interes. En la sig. tabla se muestran algunas de las 

aplicaciones de celulasas y xilanasas. 

Bi0c0n'\·crsión de residuos celulósicC"ls !'"'ara ob:ener c0mbustibles. 
Blancueo de Ia pulpa en Ja !ndustria oaodera. 
~1eioramiento de alimentos oara animales no rumiantes. 
Clarificación de iu'-!OS v ,;nos 
Industria textil. 
Jncomt..,ración a dctcrccntcs. 
~1cforamic:ito en Ja panificación 

Tuhl.u :.. Al;:unas uplicuclunes de 1Ila.nasas y ccJula~u 
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:!.O JUSTIFICACIÓN 

Se ha observado que la ce1ulosa·y la xi1ana tienen un efecto sincrgista sobre las 

actividades (xi1ano1itica y celulolitica) de Ce/111/omo11as .flavig,:11a~ dejando entrever que 
estas enzimas (xilanasa y celulasa} están sujetas a un mismo sistema de control. tambicn se 
propone que una misma proteína presente diferentes acti'\;dades enzimB.ticas (Ponce
Noyol~ 1995~ !\1uñoz. 1995~ Pere~ 1996). Se han obtenido cepas mutantes de 

Ctt/111/omcmas fla1•ig•.:11a hiperproductoras de x.ilanasas y celulasas. en el presente trabajo 
se pretende integrar los conocimientos que existen de las dos enzimas llevando a cabo una 
comparación en la producción de Cstas en diferentes fuentes de carbono además de 

comparar la cepa silvestre con sus mutantes con el fin de contribuir al conocimiento de su 
regulación metabólica. 

3.0 OBJETIVO 

'"Separar~ identificar y comparar las diferentes glucanasas presentes en e"-"'tractos 

de Ce/111/omo11as flavigena silvestre y sus mutantes PN-120 y ~19-82~ creciendo en 
diferentes fuentes de carbono ..... 

4.0 METAS A ALCANZAR 

1. Estandarizar técnicas de determinación de proteinas y acth.;dades (xilanasa. CMCasa~ 
FPasa) de las cepas creciendo en bagazo de cana. 

2. Obtener extractos enzimit.ticos de C. flavigeua creciendo en xilana. so1ka flock y 

glicerol como controles. 

3. Llevar a cabo una purificación parcial de las proteínas por electroforésis en gel de 
poliacrilamida no desnaturalizante. 

4. Identificar las bandas que tengan actividad. (xilanolítica y celulolitica). 

5. Obtener anticuerpos a panir de dichas bandas. 
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6. Probar Jos anticuerpos obtenidos con los e.'-iractos enzimáticos obtenidos a partir de 
dif'erentes fuentes de carbono. 

S.O l\lA TERIALES Y MÉTODOS 

S.1 MICROORGASISJ\10 

Se utilizará Cel/1.1/omo11as flal·is:ena tipo silvestre (CS) y sus mutantes PN-120 

(Ponce-Noyola. 1995) y l\19-8:?. (l\fayor¡;a. 1994) 

S.2 MEDIO !\fISERAL 

NaCI 

0-"H.),SO. 

*P0 . .1" 
CaCI, 

MgCI: 

gil 
5.5 

2.5 
3.5 

0.1 

0.1 

• H3-P04 al 85 º/o neutralizado con lúdróxido de potasio. 

Todas las sales son grado industrial y se atoran con agua de la Uave. 

S.3 !\TEDIO DE COXSERVACIO:-J 

Las cepas se conservarán en tubos inclinados con medio mineral. 
carboxime1ilcelulosa al 1 % 9 agar al 2.~'Ó9 ti amina l mg/J9 biotina l O µg.il. Al medio para la 

cepa mutante se Je adiciona ::?-Desoxiglucosa al O.:?~~; incubados durante 48 horas a 37°C. 

Los tubos se guardarán en refrigeración resembrando cada 30 ó 45 días. 

18 



5.4 PREPARACIÓN DEL lNÓCULO 

A panir de un tubo con medio dC conservaci6~ resuspender la cepa con un poco 

de medio en el cual se va a sembrar. Vaciar en un matraz que contenga 50 ml de medio 

mineral con 1% p/v del sustrato. Incubar 48h ·ª 37ºC con agitación. Tomar :?O ml de la 

supensi6~ centrifugarlos y lavarlos dos veces con medio mineral. colocarlos en otro 

matraz que contenga 200 ml de medio mineral con el sustrato anterior. incubar 24 horas a 

37ºC con agitación. El crecimiento obtenido se usará para inocular el fermentador. 

Los sustratos a utilizar en esta etapa serán: glicerol 1 o/o, sol ka floc 0.6o/o y xilana 0.8º/o 

como controles. (Concentraciones previamente establecidas. Ponce-N. 1995; 1'.iuñoz.. 

1995) 

5.5 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS ENZL1\1ÁT1COS. 

Para esto se utilizará un fermentador de 3 litros de capacidad con un volúmen de 

operación de 2 L .. a una temperatura de 37ºC .. con agitación de 300 rpm y una aireación de 

0.5 ·v,m. ?\1antener el cultivo durante 60 horas. Al final de la fermentación se determinará 

cantidad de proteína y acüvidades de xilanasa. C?\1Casa y Ptasa. Después de lo cua~ se 

cosecharan y eliminaran tas células por centrifugación. el sobrenadante se concentrará 

hasta un volúmen aproximado entre 50 y 100 ml por medio de una diafiltración en un 

ultrafiltro con una membrana de s .. ooo kDa. Una parte del concentrado se congelará en 

alícuotas de 1 ml y otra pan.e se liofilizará. 

5.6 DETERML"1ACIÓ:-< DE PROTEL"1A 

Se utilizará una modificación el método de Lowty et al (1951) .. descrito por 

Herbert et al. ( 1971 ) .. el cual consiste en dar a la muestra un tratamiento alcalino en 

ebullición durante 5 min, posteriormente seguir la técnica tal cual. omitiendo el NaOH de 
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la mezcla tanrato-sulíato de cobre. Realizar una curva tipo con albúmina de suero bovino 

de O a 200 µg,. tratada de la misma manera que las muestras. 

S.7 DETERl\IL~ACIÓN DE ACTIVIDADES E:'olZL'\fÁTICAS. 

Acti,•idad !robre Cl\fC: En un tubo de ensaye colocar 0.5 mi de una solución de Cl\1C al 

1% en reguladpor TRJS-HCI 0.05 !\1 pH 7.2 y 0.5 ml de ex1.racto enzimático. Incubar la 

mezcla a SC>°C durante J min~ y detener Ja reacción adicionando J mJ de reactivo de DNS 

continuando con la determinación de azúcares reductores. (Una unidad de actividad se 

define como Ja cantidad de enzima requerida para producir un µmol de ceJobiosa por 

minuto en las condiciones del ensayo. 

Actil•idad sobrt.' Papel Filtro: CoJocar una tira de papel filtro \\'hathman. de 1 X 6 cm en 

un tubo de ensaye, adicionar 1 mI de regulador TRIS-HCJ 0.05~1 pH 7 .:? y 1 mi del 

e~"'1racto enzimático. Incubar la mezcJa durante 30 minutos a 45°C, detener Ja reacción con 

3 mi de reactivo D'NS, y determinar azúcares reductores. 

Actiridad sohn• xi lana: !\1ezclar 1 mi de solución de xilana al 1 º/o con 1 mJ de regulador 

citratos-foslatos pH 7.0 y 1 ml de e>..Lracto enzim3-.ico._ incubar la mezcla a 4 lºC:: durante 5 

min. detener la reacción con J ml de.reactivo de D!'-i:S determinar azúcares reductores. 

5.8 ELECTROFORESIS GEL DE POLIACRILAl\fIDA 

DES:S-A TURALIZ..\.!'ITE. 

Seguir la técnica descrita en el boletín Sigma Chemica) (?\iKR.-13 7): 

G,,.¡ Separador: 

Acrilamida/Bis acrilamida (:!8;0. 74)~-'o 

Regulador TRIS pH S.8 

Agua desionizada 

Persulfato de amonio (10%) 

TEMED 

11.0 mi 

7.3 mi 

11.S mi 

50.0µ1 

22.5 µI 

NO 



Gel Co11ce111rador: 

Acrilamida/Bis acrilamida (10:2.5)% 

Regulador Tris pH 6.8 

Agua desionizada 

Persulfato de amonio (10%) 

TEl\1ED 

Regulador úe muestra: 

Regulador TRIS pH 6.8 

Glicerol 

Agua desionizada 

Azul de bromofenol 

0.9ml 

1.5 mi 

3.6ml 

36.0 µI 

9.0µ1 

1.0ml 

1.0ml 

1.0 mi 

0.25 mg 

~1ezclar las muestras con el regulador de muestra en una relación 1: 1 procurando 

que las muestras contengan entre 70 y 100 µg de proteina y colocar en las pozas. Aplicar 

un voltaje de 80 volts hasta que las muestras alcancen la orilla del gel concentrador. 

Incrementar el voltaje a 1 :?O volts hasta que el colorante alcance la orilla del gel. Despues 

de Ja electroforesis tenir los geles con azul brillante de Coomasie. Utilizar está.ndares para 

la determinación de pesos moleculares. 

5.9 DETECCIÓN DE ACTlVIDAD ENZIMÁTICA EN GELES DE 

POLIACRILA!\lIDA 

Se utilizaran dos técnicas diferentes. una de ellas es la descrita por Breccia y col. 

( 1995) donde una vez corridos los geles. se sumergirán durante 20 minutos en regulador 

TRIS-HCI 50 ml\1 pH 6.5 que contenga el sustrato de la acth.;dad a detectar (xilana o 

Cl\.tC al 1 %}. Lavar el gel con agua destilada .. y sumergirlo en una solución de rojo congo 

al O.:?% durante :?O minutos a temperatura ambiente~ después de Jos cuales remplazar la 

solución de rojo congo por una so1ución de !"aCl 1.0 m.'1. e incubarlo hasta que las bandas 

se vean claras con luz blanca y un fondo rojo. 
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La otra técnica es preparar un gel de agarosa al 1 % con O. 1 -0.S'~ de sustrato a 

probar y empalmado con Jos ge1es de poliacriJamida pre,iamente corridos. Ya 

empalmados. envo1verlos en toaJlas húmedas e incubarlos durante 60 minutos a SOOC 

(!vfackenzie y \Villiams. 1984). Después de este tiempo localizar Jos halos de hidrólisis en 

eJ gel de agarosa si~"Uiendo el método de Teather y \\'ood. (1982). 

5.10 IN!\IU!';I7-.ACIÓN PARA LA PRODUCCIÓN DE A:-;TICUERPOS 

POLICLOXALES 

Una vez que se identifiquen las proteínas con acthidad tanto de celulasas como de 

x.ilanasas. se correrán geles preparativos. las bandas con actividad se cenarán y se tratarán 

de Ja siguiente manera para con ellas inmunizar a Jos conejos. 

5.10.1 PROCEDL'\IIE!';TO: 

1. Sangrar al animal antes de Ja inmunización y colectar Ja muestra de sangre en un tubo de 
centrifuga de 50 mJ. Obtener el suerq y almacenarlo a 4c.oc .• 

:?. Hornogenizar Ja banda respectiva que contenga aproximadamente 400 µg de proteína 

con 1 mi de regulador PBS pH 7.0. 

3. Una vez homogenizado. emulsificar con 1 mJ de adyuvante completo de Freund (ACF). 

4. Sujetar al animal e inyectarle la emulsión en varios sitios subcutáneamente. 

S. Llevar a cabo 3 inmunizaciones de refuerzo con las respectivas proteínas preparadas de 
iguaJ manera ~ólo que ahora utiJizando Adyuvante Incompleto de Freund (Un refuerzo 
cada 1 S días, antes de cada uno, sangrar al animal y preparar el suero). 
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5.10.2 PREPARACIÓN DEL SUERO 

J. Colocar cada muestra de sangre en tubos de centrifuga de SO m1 y dejarlos 4 horas a 
temperatura ambiente para la formación de coa.b~los y despuCs a 4°C toda la noche .. 

2. C'on ayuda de un palillo despegar el coagulo del tubo y quitarlo tratando de 
romperlo. 

3. Transf"crir el suero a un tubo de centrifuga de 50 ml. centrifugar 10 minutos a 4,000 rpm 
a 4°C. Recuperar el sobrenadante. 

4. Almacenar el suero en alícuotas a -20ºC . 

.5.11 J\lEDJCIÓN DEL TÍTULO DE LOS ANTICUERPOS POR J\.1EDIO DE LA 

TÉCNICA DE ELISA. 

La medición del titulo de los anticuerpos (P.:!3) se llevara a cabo por medio de la tCcnica 
de ELISA. la cual consta de la siguienle metodología· 

1. Determinar la concentración del antígeno a utilizar en la prueba y preparar una solución 
de Cste con regulador de DiCar pi 1 9 6 

2 Colocar 100 µ1 de antigeno en cada pozo, agitando para que se distribuya bien en e1 
fondo e incubar a 4ºC toda la noche 

3. Lavar con regulador PBS-Tv.:een S veces. 

4. Ag.resar 100 µt de albúmina al 1 % en PBS-T e incubar 1 hora a temperatura ambiente. 

5 La"·a.r la placa 5 veces con regulador PBS-T. 

6. Agregar e cada pozo (excepto a los primeros) 100 µt de regulador PBS-T. 

7. A lo!' primeros pozos adicionar 200 µ1 de la solución de anticuerpo PBS-T con una 
dilución 1 : 200 

8. Llevar a cabo diluciones sucesivas e incubar 1 hora a temperatura ambiente. 



9. Lavar S veces y agregar el segundo anticuerpo. incubando 1 hora a temperatura 
ambiente y lavar con PBS·T. 

10. Agregar JOO µI de reactivo revelador a cada pozo e incubar JO min. a temperatura 
ambiente. detener la reacción con ácido sulfürico y leer en un lector de- ELISA. 

t t, Determinar el título de Jos anticuerpos 

5.12 IDENTIFICACIÓN DE PROTEfNAS INDUCIDAS CON DIFERENTES 
SUSTRATOS. POR !\.IEDIO DE ASTICL1ERPOS POLICLOSALES 

En esta etapa se utilizará la técnica de \\'estem blot para Ja identificación de las 
proteínas de las tres cepas (silvestre y sus dos mutantes) inducidas con direrentcs 
sustratos: xilana. solka flok. glicerol. bagazo de caña. A";cel. cetobiosa y xilosa, Jos geles 
preparativos que se correrán serán con cada una de las muestras obtenidas con las tres 
cepas en los diferentes sustratos y se seguirá el siguiente procedimiento. 

1. Correr geles preparativos en condiciones desnaturalizantes con las muestras a panir de 
las que se obtu\.;eron los antigenos. incluir marcadores de pe!>o molecular. 

::. Cuando se haya completado la electroforesis, colocar el gel separador en regulador de 
transferencia 

3. Ensamblar el sandwich de transf"erencia y colocarlo dentro de la cámara de 
transferencia como se muestra en Ja figura A. (Current Protocots in lmmunology Unit. 
8.10) 

4. Transf"erir electroforeticamente las proteinas del gel a la membrana durante 60 minutos 
a 100 ,. en cuano frío. 

S. Desannar Ja cámara y remover la membrana... marcarla por una esquina. secarla y 
guardarla en bolsas de plit.stico a 4ºC. 

6. Tei\ir el gel con azul de Coomasie para verifie&T Ja eficiencia de Ja transferencia. 
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d"""''°"" of prcl••n 1ransf•r 

7. Sumergir la mcmbran3 en regulador de bloqueo. incubar 30 min a 1empcratura ambiente 

con agitación. 

8. Diluir el anticuerpo primario en regulador de bloqueo 

9. Desechar et regulador de bloqueo de la membrana y remplazarlo con la solución del 

anticuerpo primario. incubar JO min a temperatura ambiente con agitación. 

10. Lavar cuatro "eces con TBS. de 10 a 15 min cada vez 

1 J. Diluir el conjugado anti Jg en regulador de bloqueo 

l:!. Colocar la membrana en una bolr.a de plastico y agregar el conjugado diluido. incubar 

30 min. a temperatura ambiente con agitación constante 

13. Remover la membrana de la bolsa y lava.T cuatro veces como en el paso 10. 

14 Revelar con un apropiado protocolo de visualización. (Ahernate protocols. Currcnt 
Protocols in lmmunology 8.10.7). 



6.0 DISCUSIÓN 

Este protocolo es pane de una in\·estigació~ el cual es un requisito para Ja 
titulación por Ja opción de •·A'1aestria-Titulaciónu. Desde mi punto de vista .. el proyecto 
presenta objetivos muy interesantes Jos cuales para ser alcanzados requieren de 
aproximadamente un año de investigación y trabajo en el laboratorio. este trabajo. ayudara 
y contribuirá al conocimiento de Ja sintc;sis y regulaci6n de las gJucanasas producidas por 
Ce//11/0111011as .flal'lj:e11a, las cuales tienen un beneficio a Ja sociedad. como lo es Ja 
incorporación de xilanasas en el tratamiento de Ja pulpa en Ja industria papelera para su 
blanqueo., con ésto se reduce Ja utilización de cloro hasta en un 30°_,ó, disminuyendo así Ja 
contaminación atmosfCrica por efluentes. En cuanto a Jas mctodologias y tCcrúcas a 
utilizar, asi como Ja investigación que se seguirá realizando durante todo el proyecto, me 
brindarán una experiencia y formación académica lo suficientemente buenas como para 
poder desarroJJanne en un campo profesional. 
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