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l.- RESUMEN. 

Streptomyces mexicanus sp. nov. es una especie aislada del suelo de una zona 
cañera del estado de Morelos, que produce un complejo xilanolltico cuando crece en un 
medio salino mlnimo conteniendo bagacillo de caña como única fuente de carbono, el 
cual es un desecho agroindustrial de composición compleja. Con objeto de estudiar que 
otras enzimas hidrollticas son producidas por Streptomyces mexicanus sp.nov. cuando 
se crece en bagacillo de caña, se llevó a cabo la detección de pectinasas, 
carboximetilceiulasas (CMCasas), xilanasas y proteasas extracelulares a través de 
zimogramas en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes y desnaturalizantes. Para 
lograr una buena detección de todas las isoenzimas correspondientes a las actividades 
mencionadas en los zlmogramas, se optimizaron las condiciones de pH, temperatura y 
tiempo de incubación de los geles. Los resultados obtenidos mostraron que todas las 
isoenzimas se detectaron a un pH de 5.0, aunque las CMCasas y pectinasas 
presentaron una temperatura óptima para los zimogramas de 42ºC, mientras las de las 
xilanasas y proteasas fueron de 50 y 37°C, respectivamente. Los filtrados de S. 
mexicanus sp.nov. crecido en bagacillo de caña por 48 horas mostraron la presencia 
para los zimogramas nativos, de 3 bandas de actividad de xilanasas, 3 de pectinasas, 5 
de CMCasas y 5 de proteasas. En geles con SOS se observaron 4 bandas de actividad 
de xilanasas, 4 de pectinasas, 4 de CMCasas y 2 de proteasas. Los pesos moleculares 
de estas protelnas van de 10 a 265 kDa. Algunas de ellas tienen un peso molecular 
idéntico o muy similar, lo que sugiere que tienen el mismo peso o que una misma 
protelna podrla presentar más de una actividad. 

Estos resultados indican que Streptomyces mexicanus sp.nov. crecido en 
bagacillo de caña sintetiza varias isoenzimas de pectinasas, CMCasas y proteasas, 
además de las xilanasas. Debido a que la mayoria de estas enzimas son inducibles, su 
presencia en los filtrados obtenidos cuando se crece a este microorganismo en 
bagacillo, indican que este sustrato es capaz de actuar como inductor de todas ellas. 
Esta capacidad de producir diferentes enzimas hidrollticas extracelulares y además 
varias isoenzimas de cada una de ellas, podrla deberse a que este microorganismo se 
ha seleccionado naturalmente en lugares donde se cultiva, procesa y se ha acumulado 
el bagacillo de caña de azúcar por muchas décadas y por lo tanto se ha adaptado a 
utilizarlo eficientemente como fuente de carbono, lo que le podrla significar una ventaja 
ecológica sobre los otros microorganismos presentes en el suelo. 
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11.- INTRODUCCION. 

Las enzimas son catalizadores biológicos qu·e llevan· a cabo la ·multitud de 

reacciones qulmlcas· que ·.ocurren en los organism6s. •Ellas Intervienen· en procesos 

celulares corno son la conversÍón de energla, digesilón de alimentos y ~n la bl~sln_tesls 
de numerosos colllpuestos qulmlcos; Ademá.s ·las erlzlmás p~édenser: producidas y 

:~:::~:,:~f ;f~:~f i~~!~;::=::~::::·2~~1~!ii~~f j¿~~t·:·~:: 
.bacterias,.·. ~'cti~b~iC:ei65, hongos y levadur~s: ,Cabe{';:imencl(l~ªr· que 'los 

mlcroorg~~l~rno~·pr~ductores de l~s diferent~s,e,n~1~,~·~~.i~fg~i.t}~~~;ijB~~~~"un papel 
. ecológico muy Importante, ya que naturalmente.·se.encuentra_n~·e_n,el,'rnedlo ambiente 

- .. -. ' :. ·-·-. ,' ~···. ;: ' - - . - ::.·',~-~~·-.?-:-:.!:- .• ·':i~'~'~':;:.f~;);¿,;··>._.-.~~.::1.::~yr}·,,.,··~'-'-:.•:f;·:_ 
hldrolizando •.·una gran . variedad de .. pol.l111er(ls; orgánicos q~e/ por 5cl \solos serian 

dlflcllmente degradados en' 1a naturaleza:. E~ e~'t~··sC:Kii~cí'/dI~~r~~s ~~~i~as como las 

celulasas y xiÍanasa~ se utilizan en : el .·trat~&·1;~(ci}ci~J'~~t~ria·I¿~ el~ desecho o en 

proces~s como el blanqueamiento del páp~l.:~~Ít~~dbJ~:~~~t~~i~~~ló~ por sustancias 

tóxicas (Subramanlyan y Prema, 2002). . ' .?j.;,~~t .. . , . .. 
Los Streptomyces se utilizan f~~cu~nt~~~·;t~ é'~'.pro~~~os industriales debido a 

que· son capaces de producir muchas. e~~lrn~thld~bíiu'c:~~ ¿·tilas, además de producir 

·más de1 aoo;. de 1os antib1ót1cos conocidos c88.r61i~c0iíe~o ei ~'·· 1993). 

Streptomyces mexicanus sp.no~S 05/Uñ '(M'1C:~b'cir~·~nl
1

srno que pertenece a la 

familia Streptomycetaceae, del orden A6tíncim1~~t~1·~r~ue aislado del suelo de una 

zona cañera en el Estado de M~relos 'y:cr~~~--{~h'un•ni'edlo mlnlmo produciendo 4 

xilanasas libres de celulasas, cuarid~j·~~:!~dl~l~rla~·:xii~'nos como única fuente de 
-, ,. , .. -.' .. : .. ·~~·~ ., :·:·>;.t:·:.;_i'.',¿;~::.:_:.;'./J·_·.-;, .' '!'~;::.. '_:,>: . 

carbono (Petrosyan . et al.,<, 2002): ; Esta>caracterlstica • de producción de varias 

lsoenzlmas es común en los ,;,i6rgo~g~~Í~fu6~1 ~~~·~~ fenómeno muy conocido (Wong 
, -:_;.. >/;- _-; . .;;._'.·_;·:_.\:·¿'f~'.!',__ .. ,·>>~::t~~;::.·::-;-.:.:c, ·._'._{;;."· ;_>~·': ·. ··_:; 

y Sadler, 1988)'. Estasls~enzimasiconiactividad hldrollUca puede representarle al 

microorganl~mo· mu~hªi:~Y~fü~Í~f;;~~.iff~~·~~·~~~~,'I~;~~~~ im~ortante es la que se 
. encuentra ~elacl~nada.con una mayor. eficiencia en 1.a .·hidrólisis de diversos poli meros 

compl~jos: E~t~' i::ap~·~ld~d'a~· ~-~~~~gir]~~;l~r~~~¡~¡~ ~6;;,. la"~~~a ·actividad puede 

deberse a 1~ pres'~n~la de ~Últlpi¿s gen~s o a un procesarniento'po~traduccional. En la 

4 



literatura existen .much~s ejempl~s err este:sentid~,.··inc.luyendoaA~~~rgl//usnígo; 14 

(John el al., 1979) y Tri~~1ocierfT1a l1arzf;~um qÚe p~eseni'a~ ~ Ú~~ilosldasa~·(Tan el al., 

1987), a Penicillium 'wort/1~a~'ni. tor p'r"ss~~tar '4 ·'1\~xiÍosid~'sás (Del~yne/ ·~1., 1978), a 

;::::::,:~;:~"~~;;"i~~¡~fa~1~~~.~~~2i!I~~:fü•j,,11:~;::: 
(Williams y Orpl~. 19S7) y a· Cl~;·¡;;diu:ii:1~1:icb;~;i~m ~~-e' ~lntetiza 6 (l-xllosldasas 
(Schwarz el a/:, 1990). : .. ·· .··••·· ' :~ • .r: X'~.·';',:' . ' ,. . 

Por otro lado;· muchos microorgan1slllos•~1rit~tlzah protelnas que presentan más 

de una activld~d hldr()lltlca, es decir son m~ltlf~nclonales. Este fenómeno podria 

deberse a la lnespeclflcldad de la enzima o: bien por que dentro de su secuencia 

presenta varios dominios catalitlcos que son capaces de unirse tanto a un sustrato 

como a ot~o. En este sentido podemos mencionar a Bacteroides ovatus {Whitehead et 

al,. 1995) y'Bútyrivibrio fibriso/vens (Utt et al., 1991) que sintetizan a una protelna con 

: actividades de (3-xilosldasa y arablnofuranosldasa; a Caldocel/um saccharolyticum (Luthi 

.efal.X1990) y Trichoderma viride (Ujiie el al., 1991) que presentan enzimas con 

actlvid~de~ de (3-xllosldasa y xilanasa. Por otro lado, Streptomyces cyaneus (Zhao et 

al.i 1997) produce una enzima con actividades de endo_xilanasa y p-nltrofenll xilosldasa. 

· Otm '.~aso ' es el . de C/ostridium stercorarium el cual produce una protelna con 

actividades de (3-xllosldasa y arablnosldasa (Sakka et al., 1993 ). 

, ... p~r~ éstablecer si un organismo produce lsoenzimas para una actividad 

'en~1~ét1c~:déiérmlnada se ha utlllzado la técnica de electroforesis en poliacrilamlda y la 

· dete~dión,de la ~ctivldad por zimograma. De esta manera fue posible determinar que 

Strept~'mycesf7lexicanus sp.nov. produce varias xllanasas cuando se crece en xilanos 

come~clai;;s {p~trosyan et al., 2002). Con este antecedente y debido a que el bagacillo 

d0' caña ~~ un/p()lfmero heterogéneo, se consideró interesante estudiar si Streptomyces 

. ~~xi~~-nlls sp/n6~. crecido en este sustrato producla pectinasas, carboximetilcelulasas 
,,;.o : :.<,;".:·,:-~-.;i·; ._ .' . 

y proteasas además de las xilanasas, a través de zimogramas y asl poder establecer si 
' ·.· ' ·:· 

exlstlan también lsoenzlmas para estas actividades. 
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111.- ANTECEDENTES 

Pectlnasas 

Las sustancias pécticas son un grupo de p'ollsacáridos que junto con la celulosa 

y la hemicelulosa son los compuestos má~ abundant~s ~rbducldos por las plantas. 

Estas se encuentran en la lamela media de iás éélulas vegetales por lo que están 

Involucradas en la adhesión celular y éontribuyen~;d~r'e~'tructura y firmeza a los tejidos 

vegetales. Están constituidas por una cad'~ri~,j;Íiri~al de moléculas de ácido 

galacturónico unidas por enlaces a,1-4; 'é~ d~n~d~''16'~ '~r~pos carboxilo pueden estar 
;· .: ·.:·:·;e:,.>''::··,~:-~~" ~· .. ~· -', . . 

parcial o totalmente esteriflcados con ni~t~~o1,\o~hÍio de las sustancias pécticas ha 

sido identificada la presencia de reglone~:no's'ú'st,lt~fdas que contienen exclusivamente 

unidades de ácido galacturónfco met~~¡j~~g o'''n~ metoxilado, las cuales son más 

susceptibles a la acción pectlnolftlca y\1'~,,~;;,glones altamente sustituidas que son más 

diffciles de degradar. La L-ramno~ae'~'~t'~t'~tltuyente más abundante de las sustancias 

péctlcas y se encuentraen\J~2~4~Z1;y'~i~~'unlda a las moléculas de galacturonato por 

enlaces a,1-2 (Solfs, 1997)~! ,é,:)~ ; ' '.) 

Las enzimas pectih~,1,úb,s's6R~n grupo de enzimas ampliamente distribuidas en 

la naturaleza, que se c~racteriza~ por su capacidad para degradar pectina y sustancias 

relacionadas como . el é~1d'o; pollgai'ácturónico. Las podemos encontrar en frutas y 

vegetales, así como en b~~terias;· hongos y levaduras que son capaces de degradar 

sustancias péctlcas de' di~er~Ós orígenes. Estas enzimas son Importantes desde el 

punto de vista biológico, yaque lnteivlellenen eI~lcl~ del carbono y en la patogénesis 

de plantas, en donde actúa~' COrTlO f~,cto're~,d~:~lrule~~ia(Van Buren, 1991). La 

aplicación prácti~a más importante d~' 1a'ii"¡Ji6Uri~~a~,,~~ en ia Industria alimentaria para 

la extracción y cfarifi~~c,ión d~ j~g~~~/~ri I~ '.~l'~,b~~~~f6ri :de vinos (Voragen, 1989). 
' .. +.: : ?'· ·. ·:; · .; 'Z<./_ ;;('./ .. -:·., > :.~,.:.::->·"!:.~:':' ··~'~!f§:t~,.>;~;~:,i,:.' 1},l·~· · '. , .' 

Existen: varios tipos·, de .:enzimas i'peétlnolftié:as, las cuales se dividen en dos 
.. :.; -.. ~" ': .. :::''-_-:::~· .;~-::·:-(· ....... :. ·:._,;;;;:·< :r:~· !.\·_-'.-''·tí:.¿.:;:;i.:~~} · .. ; ,': :-'· 

grupos, las; pectinestera¡¡as~~ las des¡:>()llme~asas (Tabla 1 ). Las pectinesterasas (PE) 

a~túan' 'rerf;o~i~~cid 'í6s ':'9~~~~~;~.'iri~t~~ll~ /presentes en el carboxilo del ác. 

polimetllgálact~rÓnico,'dan;dCi ;;o~¿· p:;od~ct~ final al ácido poligaiacturónico y metanol. 



Las despolimerasas rompen los enlaces 1t, 1-4 de- la caden~ priricip~I actuando en dos 
' J.'.· 

formas: por hidrólisis incorporando una molécula de•' agua -a -~:la _ pectina 

(polimetilgalacturonasas) y al ác. poligalacturónlco (poligalacturonasas)-' y· por 11-
_, < - C• 

eliminación formando un doble enlace entre los átomos de carbono 4 y 5 de la-molécüla 

del galacturonato en la pectina (pollmetllgalacturonato liasas)- y, __ el ácido 

poligalacturónico (poligalacturonato !lasas). Estas enzimas se clasifican ~orno "exÓ" y 

"endo" de acuerdo a su silla de acción, según actúan sobre el extre_mo no reductor de la 

molécula ó cuando actúan aleatoriamente dentro de la m_olécula- pollmérica. Otras 

enzimas que participan - en la degradación de sustancias - péctlcas son las 

oligogalacturonasas _ y las ' ollgogalacturonato liasas - qu-~ ai:túan sobre di meros y 

oligómeros. Todas- estas: _:enzimas forman- entonces un complejo sistema 
multienzlmático. :;,,,_-·--- - '' - :' :::.::/:,:-

Existen otras en~lmas'i~C:~esc;Í'IJs ciJ~; ~sc;riaii s'~~i~ las sustancias pécticas 
_,.; ': ¡,_-."; --.~·.:.:;,_{:''.?::/;\·:.:'_\'t:;.'i J,;·>¡;f·("· .: J/'f~~·: .. :::.::~·:·/:.-.·.·;.: ·» . _: ... _ .. 

favoreciendo la _acción: _de ·-1as''_'pectinasas:C~,Schols ':_et: al. reportaron en 1990, la 
· · · ._·_ '. · --/' .,¡;:; .. ·({'";·_~'-~-t-\;'-\'íi.~~~.r:c:..i'if:'i'.~f-5:C:;>;\~.:::::;_; .. -·:· .· 

Identificación de _una·:.ramnogalaclürohasa,'t;_que';,·no:é,e5. activa sobre el ácido 
~, ._··:::·.--''-"-'.:'r.:·~·,·-.-;,y; - -:::~~F~~.:'/~~~~->':'.J?!~:·,··~!:i--\~;.-·>·{q.;,:_ ,:<:: ":, -

pollgalacturónlco pero_ es capaz::de\degradar;lasireglones ramificadas dando lugar a 
· v·,_;·:: ·"-><--<-;~_;,, ~:;:·c.·~·-t;.~':H-;.:~~'.i:i:·~~,::;i;~i~:c;Js;::<~:l.-/· ·: ,._. , 

tetrámeros de ácido; pollgalacturónlco i'cori< ram-nosa: en -el extremo no reductor. Estas 
.. ·: ·. ' .. (~:-.:~; ' ... · <~~:.·; ~''~-?:':.>,;;::-;:;¡i-:•t:1} :~.:c:r:~:?~~·"·.:f:~:;(:.:f . ...;;~:¿~';. :-~-~ '.; -.. 

enzimas se encuentran.-en;_diferentes';:proporclones'•en _los organismos. Los hongos 
.... ' > .. ',~-;·, ;-:::'.-::: ... '.'~::;_ ·, ---·i!(i 0

;'<~:t;~:.;:.:>·<..~.;~,;, . .-, ";>'.( . .". -,?¡;·~ '. 
producen preferentemente poligalacturonasas y pectinesterasas (Aguilar et al., 1986). 

, .-. _ »···ºº:~· .. : "!':,>'~(2·:;.;,·t;:;- _,f::: i~c;~o:"k~~.: . .-1¡.1,1?:·;F:· ,.. _.«-. ·: 
Muchas p~ctinasas;extracel~lares.son:slntetizadas en respuesta a la presencia 

de lnd~ctores/co~6·:-¡'¡;~¡;~6tÍg~t~Ta~~~~¡,o~ agrolndustriales que la contengan, los 

cuales son ge~·~fa/~~rii~' ¡;5~i6ti'1e·~ :~ ~~r I~ menos Incapaces de ser transportados al 

interior de,'la' céÍul~;:~ci;-'1~ ~~~,~·op'~~d~~ ser los inductores directos. Probablemente, 

' :. los_ lndu-ctor~s:~~bn';;p~b~~dt~s lnt~r~edl~s de la degradación de los primeros, de tal 

manera , ~u2e,:iJr1~·--_hit~~~6;9~~lsrn~ puede producir cierta actividad pectinolltica 

pref~rercl~lrn~~te;·i~o~~· ~t~~s;' dependiendo del tipo de inductor presente (Aguilar y 

Huitró~. 199o(Ma1él6n~ci~ 'el ~1.; 1989). 

_ . La~"~rld~~p6Íigal~ct~ron~sas presentan valores de pH óptimos entre 4.0 y 6.0, 
·-" .. ;;.'-.· .. _ '",;-, .;/," ,. -

- mientras que•las exo~poligalacturonasas poseen valores de pH óptimos alrededor de 
-._ .. ,: .. : ,1;.::_··- ···. ,_ 

5.0. La terrÍperatUra ÓptlrrÍa para la actividad de las pectinasas se ha reportado que se 
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encuentra entre los 40 y 50ºC. En la figura 1 se muestran algunas de las enzimas que 

participan en la degradación de la pectina. 

Tabla 1. Enzimas que participan en la degradación de las sustancias pécticas 
(Kilara el a/., 1990; Kelly el al., 1983). 

ENZIMAS MECANISMO DE ACCION 

... Dospollmcrizantos 

1.- Actúan sobre la pectina 

a) Polimetilgalacluronasas (PMG) 

i) Endo-PMG Hidrólisis 

ii) Exo-PMG Hidrólisis 

b) Polimetilgalacturonato-liasas (PMGL) 

i) Endo-PMGL Transeliminación 

ii) Exo-PMGL Transelimlnaclón 

2.- Actúan sobre ácido péctico 

a) Poligalacturonasas (PG) 

i) Endo-PG Hidrólisis 

ii) Exo-PG 1 Hidrólisis 

iii) Exo-PG 2 Hidrólisis 

b) Poiigalacturonato-liasas (PGL) 

i) Endo-PGL Transelimlnaclón 

ii) Exo-PGL Transelimlnaclón 

3.- Actúan sobre oligo-D-galactosiduronatos 
~-

i) Oligogalacturonasas (OG) Hidrólisis 

ii) Oligogalacturonato-liasas (OGL) Transelimlnaclón 

... Pcctlnesterasas 

a) Pectinmelilesterasas o pectinesterasas (PE) Hidrólisis 

Las pectinasas son producidas pOr una gran.'várÍedad de organismos como las 

bacterias, levaduras, hongos y plantas':cPí1niK. y R~ml:Í'o~ts; 1981 ), sin embargo no 



existe un organismo en la naturaleza capaz de producir todas las actividades 

pectinollticas que se han reportado. 

Qyo '" '"' ~o~~-M 
~ ,~~'"' ~~ l ~::,;: '"~-~~, "'"' 

+ o + 'Jt' lolnmtuadc 

~ ~-

Gal '"" °"' o.. Cot 

q MtlGlrisnoQlfacoóndu las poct.'ll!H1asi1 

Figura 1. Mecanismos de degradación de la pectina 

Proteasas 

Las protelnas son las macromoléculas que mas abundan en las células, de las 

que llegan a constituir la mitad de su peso seco. Están constituidas por cadenas 
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- . -·-~· =·'- .,-- ---' 

polipeptidicas ml.J~ largas que ccinlle~eri enfr~ 1 ~o y 1 o~ó ~nidadas de residuos de 

amln~ácidos. unid~s p~~' enl~ces peptlcÚC:~s .. y. puede~ .·tener dl~ersas funciones 

(Lehnlng~r •. 1 gg3¡:Las e~~l~~s encar~ad~s de la deg;adación de las protelnas son las 

p~oté~sas (Fig; 2): •·. ·.· ·. < •· 
En. los . o~ganlsmos, la· rJnclón bésica de. las·· proteasas es degradar ciertas 

protelnas cuando ·y~ rió sonnecesarias y p~der reutilizar los aminoácidos resultantes 

para la slntesis' de .nuevas protelnas. De esta mane~a la actividad proteolltica se 

conviert~•en un .. mecanlsmo regulatorlo que coadyuva a mantener los niveles de una 

. p.rotelna en cada momento. Sin embargo, investigaciones más recientes muestran que 

la proteóllsis también juega papeles centrales en otros eventos de regulación post

fraduccional. Por ejemplo, se tienen Identificadas varias proteasas que intervienen en 

procesos especificas tales como la esporulaclón, la maduración de protelnas y la 

utilización de .péptidos exógenos .. Por otro lado, existen procesos bloqulmlcos en los 

que . Intervienen las proteasas, ··tales . como la·.• sl~tesls de protelnas, la lnactlvaclón 

catabólica, el creclmÍento c~lular, la r~p~~~clÓn del ADN, la degradación de protelnas 

defectuosas,' la:Cilierencl~clón morfológlc~ y el desarrollo de micelio aéreo (Chávez 

Camár1ll6.'et.'.•fi7_¡~·g.gs;'l(ato et al., 2002). 

,Las prote~sastlenen muchas aplicaciones Industriales. Esta versatilidad utilitaria 

es explic.abl~ 'por I~ gran diversidad de enzimas proteolltlcas que se conocen, su muy 

v~riad_a 'J~pé~iflcidad y la posibilidad de contar con proteasas activas casi en cualquier 

• lnté~alo de pH y temperatura. Las proteasas son de considerable valor comercial y se 

J1111zan é~ la industria alimentarla como ablandadores de carne, en la industria de los 

detergentes, en el curtido de pieles y en la industria farmacéutica como ayuda digestiva 

(Peczynska-Czoch y Mordarski, 1988) . 

. ··,Respecto a su clasificación ha habido diversas propuestas, siendo una de ellas 

la de'Hartley (1969), quien clasificó a las enzimas proteolltlcas en cuatro grupos: serln

proteasas, tiol-proteasas, metaloproteasas · y.'iproteasas ácidas. Las primeras son 

.sensibles alfosfato de fluordllsopropil6(DFP).~or tener un residuo de serina en su sitio 

~ctivo; mas del 40% de proteasas micro~laná~ Jlertenecen a este grupo, las cuales por 

otra parte, frecuentemente son activ~s·eri l.Jria región de pH de a a 12, por lo cual 

también se denominan proteasas alcalinas. Las del segundo grupo tienen un residuo de 
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clsteina en su sitio activo y son muy sensibles a los agentes mercuriales como el para

cloromercuribenzoato: solamente unas pocas proteasas son de este lipa: presentan 

actividad a un pH entre 7.4 y 10. Las del tercer grupo son queiato-sensibles y tienen un 

átomo metálico (generalmente Zn2
') como un componente esencial para su _actividad 

proteolltica. Estas son usualmente más activas a pH neutro (proteasas neutras). Las 

proteasas ácidas, como su nombre lo indica, son activas a pH ácido yUenen e.n su sitio 

activo un grupo carboxilato, generalmente de un residuo de. aspartato (Hartiey, 1,969). 

UNIÓN PEPT(DICA 

H20 

+ 

R1 O Rz 
1 11 1 
CH-C-N -cH-

HID~ÓLISIS ENZIMÁTICA (PROTEOLISIS) 

HO¡H 

' +: ., 
' 

r· "i 1 CH-C+-N-CH-
' ' 

l 
~ O H Rz 
1 11 1 1 

-CH-C-OH + H-N- CH -

GRUPO CARBOXILO GRUPO AMINO 

Figura 2. Mecanii;mos de hidrólisis por proteasas 

En cuanto a la temperatura óptima de las proteasas, se ha reportado que se 

encuentra entre 37 y SOºC; hay que señalar que la mayoria soportan rangos amplios de 

temperatura. 

La capacidad de producir una gran variedad de enzimas proteoliticas es un 

fenómeno bien conocido en los actinomicetos mesofilicos (Kim y Lee, 1995). 
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Actualmente. existe Interés en las. proteasas derivadas de actinomicetos termofllicos 

incluyendo a l~s .n1ie,:;¡brÓs del género T/iermoaclinomyces '. (Micromonospora), 

Thermomonospora y /'Stfepl~myces, aunqUé éstos no han sido completamente 

explotados como' ~ria'·_r..iente potencial no solo de prot~asas termoestables sino de 

enzimas que 'actú~n e~ Lin''ra!lgo dé pH muy amplio (TábÍa 2). 

Como la mayéí~ia 1cÍé l~s proteasas microbianas, las de los actinomlcetos son 

excreÍadas ~~;l~'f~~e de c;~cimlento logarlÍmica. Para propósitos comerciales, las 

proteasas son ot>'l~rildás :rutinariamente como subproductos formados durante la 

blosfnte~ls dea~Íi~iÓi\hos ¡Pcikor~yyVitale, 1980), como por ejemplo de los caldos de 
. ; ¡, :--::-.l:>"·,~::,,;::.;.;"':~ ... -~~.c.::,_,•·,''::. --.·.-. 

felrmentaclón· cie<s,f(adiae (Morlhara et al., 1967), s. griseus (Trap y Birk, 1968) y s. 
·c. ···---~. ;-, _·.·--·~-'.1'~-<:~:f1._::,-__ ·,:t>-/}i'::-·. ·' -'1 ,' '.; -. !, :· -

rimosus(Poko~ny'el aJ.;. 1979).Las preparaciones obtenidas son complejos enzimáticos 

. q~e coriÍl~~~~-,,úri~~ ,.ri;¿~~); d~ endo~ y exo-peptidasas. Las preparaciones comerciales 

son conó6i~as é¿'fu'6TefafZai¡;(si griseus) o Fradlasa (S. fradiae). La pronasa es una 

mezclá (j~'.·111·fo1~i'· p~g¡~~sas y peptldasas, 1 o de las cuales han sido purificadas a 

hom6gen~ld~~-~:~~·r~'f:~~fi~~~!~~ (rad et al., 1972) . 

. :, '·«··:¡:·.:;: 
;~ .· :·:<::> .o:·_"··~;,>::.>~-~::;.-'}~·· 

Tabla 2.~Prciteasas producidas por Streptomyces . .. ·· 
Especie pH Optimo, T"Optima Peso Molecular Referencia 

("C) (kDa) 

S. thermovulgaris 

7 37 60 Yeoman el al., 1997 

7 30 30 Yeoman et al., 1997 

7 40 28 Yeoman et al., 1997 

7 55 42 Yeoman et al., 1997 

S. fradiae 

7 28 Ellaiah et al., 1996 

S. coe/icolor 

10 50-80 Taguchi et al., 1995 
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carboximetilcelu1asas · 
. ' --:·,. - . 

Las carbo~·lm~tUcei~1a'sas (CMCasas) o endo-fl-1,4 glu~anasas son enzimas que 

actúan ~obre I~ c~'1u1Ósa,: ~I cual ~s el p~li~ero nat~ral mtls abunda~te en la naturaleza. 

La celu16sa··es ún .. polfmero .• f1luy se~~lll~qu~·c~nsta'.de'cadenas de glucosa unidas 

~ntre '~I por enlaces· 11~1.~:'La ce1G1os~. s~· e.n·6~e~Í~a d~ dbsforn1as; ·celulosa cristalina, 

:~:~:~¡~~~i~~~~r~~ri~·r~~~~lf ~i:~1qc~:.::::::::~::: 
otra fon11a en q~e se•encuentra ~ste pollmero, la qüe báslcam~nte no tiene un arreglo 

partl~ular, y~ q~·e coriío su nombre lo indl~~/nb;((¡~·~~t:J~ni;' forma'd~t~rmlnada. Estas 
"·' .··.··.· ,_;·:··> ·/· ' __ ·,: ,_':_·1-~>. ·,.~':',:'\;~'.':Í,~\·./;:~-~!·.~c".1.i<';:;·,~,_·('-''.:·:·:· .·· ·. 

caracterlstlcas de. la celulosa van a determinar.si pueda•o.no ser despollmerizada por 

é1er1~s e~z1m~s especmcas cF1g. 3). .:.. , ••. ~·. . 

Se hán enc6nt~ado· tres tipos de enzl~a:·ws~·iactúan,s~bre la celulosa y éstas 

son: .. cel6biohldrolas~s (CBHs, .·.E.e. 3-2.1 :~1 >'.:'.''~~~~6~1;;,~tÍlcelulosas o· endo-p-1,4 

gluéánasas (E.e. 3.2.1.6) y p-glucosldas~~ cE:c; 3.2.1.21) (Goedegebuur et al., 2002; 

Tabla 3). 

Enzima Mecanismo de acción 

Celobiohldrolasas Rompe los enlaces fl-1,4 de la celulosa tanto cristalina como 

amorfa. La hidrólisis se lleva a cabo en forma azarosa. 

Carboxlmetilceluiasa o Endo-fl-1,4 Al Igual que la enzima anterior rompe los enlaces p-1,4 de la 

glucanasa celulosa amorfa (carboximetilcelulosa) originando celobiosa 

{dlmeros de glucosa). 

fl-glucosidasa Enzima que actúa sobre la celoblosa. originando moléculas 

de glucosa libres. 

Tabla 3.· Enzimas que intervienen en la degradación de la celulosa. 
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En los úlÚmos años se les ha dado mucho Interés. a las carboxlmetilcelulasas, 
- :.·- '. :-~ - -', ----. - . _- - ' - --- ' 

debido principalmente a la capacidad de convertir eficientemente la celulosa a azúcares 

libres, lo cual, ofr~ce un beneficio tanto a nivel ecÓlógico cómo económico. Además, las 

carboxim~lllceluÍasas principalmente se usan en la Industria textil, de detergentes y la 

alimentarla' (Bhat y Bhat, 1997). 

ESTRUCTURA DE LA CELULOSA Y MECANISMOS DE DEGRADACIÓN ENZIMATICA 

l 
~"-~" 

·... ¡.•' 

Gl~n 

Fig. 3. Enzimas involucradas en la degradación de la celulosa. 

Entre los actinomicetos. algunas especies mcsofilicas y tcrmofilicas han sido estudiadas 

por su capacidad para degradar a la celulosa. Ciertas cepas de Ther1110111011ospora han sido 

descritas como altamente cclulolíticas (Stutzcnbcrgcr, 1972; 1-Higerdal et al., 1980; Waldron y 

Eveleigh, l 986). Este microorganismo produce múltiples endoglucanasas y exoglueanasas 

extracelulares con temperatura óptima entre 60-70"C y un pM óptimo cercano a 6.0 (Goodfcllow 
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.Y l'russ, 1984). Por otro lado, acti110111icctos 111csol11icos co111u S1rep/lllll)'<'<'S livitla11.1· producen 

cclulasas 111c11os estables a la temperatura (Kluepfcl <'/al., 1986). 

Xilanasas 

La hemicelulosa es un heteropollmero que contiene de dos a seis tipos de 

unidades de pentosas y hexosas; la distribución de estos carbohidratos es 

frecuentemente utilizada para la clasificación de los tipos de hemicelulosa. 0-xilosa, 0-

manosa, O-glucosa, O-galactosa, L-arablnosa, ácido 0-glucurónico, ácido 4-0-metil-O

glucurónlco y ácido 0-galacturónlco son los principales azúcares constituyentes. El 

grado de polimerización de la hemlcelulosa es comúnmente menor a 200 residuos de 

xilosa (Kulkarnl et al., 1999). 

La Importancia del xllanó'~~moJue~te.de reserva de carbono en la naturaleza 

está bien ejemplificada en'la·;ma~erád~l'abédul, donde representa alrededor del 35% 

de su peso secoT'Tamblén ,es .. muy.abundante en la madera de angiospermas 

. constituyendo de17 al12~í. Cíe 'su peiio seco (Wong et al., 1988). 
"~'- . ' ,, . ,_ .. :., .···· '-":• - . . . . - - . 

El. xllano' es Ún · héteropolÍsacárldo que consiste en una cadena principal de 

residuos de 0-xllo~H;unÍd~~ .por, enl~ces 13-1,4 (85-93% de la molécula), formando la 

cadena prlnclp~I; ;la ;·dual' pÚede estar altamente ramificada. Los principales 

sustituyentes ·~~n·.· ~~iiciu~~ de acetil, a-arablnosil y 4-0-metil-O-glucuronosil 

(Subramaniyany .Pr~Xi~:'2602). 
La hld~óllsls d·~,e~tos heteropollmeros complejos en moléculas simples resulta un 

,, . ··,·-·· 

tanto dificil. La degradadónenzlmátlca es uno de los métodos que más se emplean por 
··o.<· ·'•''··-·" 

presentar ventajas sobre' otros, dada la especificidad en el sitio de ruptura; ésta es 

llevada a cabo
0

p~r l~s enzimas xllanolltlcas, las cuales están ampliamente distribuidas 

en la ·natu.ral,eza. Son producidas por numerosos organismos procariontes y 

eucariontes, entre los que se encuentran protozoarios, plantas, hongos y bacterias 

(Bastawde et al., 1992). Entre estos últimos, los Streptomyces son un grupo de 

actinomlcetos que son capaces de producir una gran variedad de xilanasas (Tabla 4). 
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La gran vari~da·d de organism8s que prodúcen xilanasas ~sta dada pcir la gran 

abundancia de los xilan~~ en la ~aturaleza. Si~ embargo, los ~rg~nis~os más 

ampliamente e~tudi~do~éson la~ bacterias y hongos debido a que éstos son, por 

excelencia, los más.•am,pliámente .·usados en diversos .. ·procesos industriales. Los 

ejemplos'más'claros los podemos encont.rar en el uso de xÍlanasas en el biopulpeo y 

blobiánqueadci ~é ~apel!;epdonde facilitan iá liberación de llgnlna de la pulpa del papel 

y reduce el nivel/de'~~lor8 usado comoág'ente blanqueador. La importancia de las 

xilanasas no $¡;i•1i~it~;{1~·¡;,•dÍJslria d~I p~pel, ya que hay otras industrias en donde se 

pued~n.sapi16arfc~fri~·~1·~'~\I¡; i:i10~6nveisión de deshechos agrlcolas a productos 
• ' , -, ;_ ,, • < • '~J>?·,',:;~.:.,-,".,: ¡;r :,:~;,,·,~.i;:,,."';,A>,,-,,!•i,,;'·~:.<·~.>.;-'~;:: ;' • : 

· fermentati.vos/ eri• i~!cl~rificación de jugos, mejoramiento de la consistencia de la 

. cerv~z~.(~,.;.;e1:r~~;ri~\.;l~i·~~;;·¡~\dlgestlbllidad de alimentos para animales y en el 

.. mejoraml~nt6:1ci~ h~;)~~·~,,~,n,;~~~~deria (Subramaniyan y Prema, 2002). 

. · • .; 'carr;o·~~··~e'rir~~~j~~{/a~t~·riormente, los xilanos presentan estructuras variables 
• :: > ~ :-', __ e:·~ ·, , :~·<~-,~~: J,:~c·'<·.~:i-.: .'.itii~:~i~\.~:~S~·.i':.,:,:;,~; ·:::?:'~'.-".:~.-:. ';- - . , 

·Y compl,ejas,¡,aderná~:r~sult~·raun más complicada por su interacción con otros 

pouií1~(65; iJCír'¡ci'~q~'&rn~··~e~es~rio un paquete enzimático complejo, para lograr una 

h!dré>llsi~ io f.~tqp~~~~I~,;~~~ii:l1~. El modo de acción, cinética y otras propiedades de 

estos_ sisterrías'.i'en~Íl'Tiáticbs·(~ofestán aún totalmente estudiados, sin embargo, en 

térrri:1~cis g~n~r~f~'s ~~t~~¡·~rí~im~s se clasifican principalmente en dos grupos: Endo-[3-

(1,4)-D-~Hañ~s~s(1,~~p-o:xÍla.nxil~n,ohldrÓl,asa, E.C.3.2.1.8) y p-xilosidasas o xiiobiasas 

(1,4,p~D-xiiarÍ 'xí1ói11cl~~1a-~a. E;C.3~2.1 :3;).Jse han reportado también las exo-P-(1,4)-D-
..... ·. }-.. <·. ·'" ",- ; -; .. - ·e·: ·, ".-,·'-· ,·,::;-.:·-_.,, .• -·.:; -. 

xilanasas (E.C.3:2.1.37), 'péro s?n 'rnuy,raros los microorganismos que las producen. 

~::blo:~;i~•l~;~~f~g:,f~t~i.~~~~ti~~~~;:~ ·~:.c.:~.7.~~-· ,:,:;,~~'"':'; 
acetil-xllan-esterasas (E.C.3.1 ;1.6) (Tabia.4; Wong et al., 1988). 

, ·.- :.-,·: .;, ;~- ;:).'; J·-><";\;.:.f:(~.!;·.r:,j.-~·:;;~;,-;_:,:~>\~'\:-:.:j:·~~~,:.'.{;·:-~!.1t-~.;(.'fc ~/·:·\. ; .• :-
' Las xilanasas.'.son · protelnas ccin un· rango .de peso molecular que va desde los 8 

-; . -. ·:- -'-''·-.º'f'·;::;c:;-·t··.'..c¿~\-',~/;;~S~f''',~ _;§'~~;-_;•._:::.¿;·-;'f-'~',0.:.~7y;_·(-.f:~::,V.t·-_:'.«"-·:-.; .. ·., .. ;· 
a los 145 kDa:<.Wong;e1;;a/.}(1_988)¡hán'.clasificado a las xilanasas en dos grupos 

,._. - - ' ~; -; .'.- .:;·:·-' ·-_.:·~:-<..::-_: ~+t:J{--N(t:~\z~~~~-'1''.'.· >-~;r ~2:;~1'fif.::}!fi>':;· ,. ':,··. ··. _ · 
basándose ',en 'sus< prcipieda'desffisicoqiilmicas, tales como peso molecular y punto 

·. •::rlt?~J~:~e~·~1~-~'~f ~it;::&~~~~:i~t~~:~:io~:sc:~al~t;~::~1~a g;~P: :~n~::~tr:: 
que''ei otro incluye ~ las.enzimas dé bajó peso molecular con alto pi (Familia 11 ó G), 

sin ~~bargo existen las excepciones. 
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La temperatura óptima de las endoxil~náS;3S'e~losdi;er~nt~~ 6rganlsmos varia 

entre 40 y 60~C. sin embargo las xilanas~s ·r~Ílgicas ~~n ma~ .terrnoestables que las 

bacterianas. Existen algu~~s Emzirnas'.fúngicaºs' que presÉintan termoestabilidad. a una 

temperatura de hasta 80°C d~ra~te una ,~~ra::ca~· r~~pe6to ~I: ~i-i; las xil~nasas de 

diferentes organismos son establ~s d~nt~6 de ~~ ;~~~·~~\ue ~a de 4 a 7. El punto 

lsoeléctrlco (pi) que presentan las xilanasas se encuentra desde '3 hasta 10. 

Tabla 4. Enzimas que Intervienen en la degradación del xilano. 

Enzima Mecanismo de acción 

Endo·P·(1.4 )·D-xllanasa Actúa cortando el polisacárido al azar produciendo 

grandes cantidades de xllooligosacárldos de longitud 

variable (Figura 4 ). 

Exo·P·(1,4 )·D·xilanasa Esta enzima remueve las unidades de xllosa de , lo! 

extremos no reductores de la cadena del xllano'(Flg~~~ 
4). 

p-xilosidasa o xllobiasa Hldroliza disacáridos como xlloblosa y pequeno! 

xilooligosacáridos pero con menos afinidad (Figura 4 ). 

Acetil-xilan-esterasas Hldrollzan el enlace entre el xilano y el grupo acetllc 

(Figura 4 ), 

a-Arabinofuranosldasas Hldrollzan los grupos terminales no reductores de a·L 

arabinofuranosil (Figura 4 ). 

a·D·Glucuronidasas Hldrolizan el enlace <'·1.2-glucosldlco entre xllosa y e 

ac. D-glucurónlco (Figura 4 ). 
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END0.1,4iloXILANAU 

u-Gl.UCOROHIDASA 
(HIDROLIZA ENLACES tj-(1 ZJ-4-0-METIL-D-ACIDO GLUCORONICOJ 

COOll 
(HICUHJLIZA ENLACES j1,41iloD.JCILO,.RANOSAJ - O 

t t ACl!TIL XI N ESTl!RASA Ri 

11 Ot 1 

J 
0 0 _;¡,"- z ;-o 4" OH "-o 0 .._)j->-{ 1 

.. }( ···~t 
0 

1 o~u ~Y ~·~ o Hd ~~Ao/"' 
~ ur H~H H OH 11 

HOHC., \ H~•CHC\OOH.C H OH 

t14.-ARABINOFURAHOSIDASA 
(HIDROLIZA l!NLACES u(1-3J-l.-AR.AalNOf'URANOSA] 

ENLACE ESTER 

Figura 4. Enzimas qnc pnrticipnn en In dcgrndnclón del xllano. 

Los actlnomlcetos y en especial los Streptomyces son un grupo de 

microorganismos ~ri ·el _que se han encontrado numerosas especies que son capaces 

de prodU61r ~nzJmcis -~llanollticas (Tabla 5) pertenecientes a las dos familias antes 

menciónadas.ZCo;y;o se puede observar en la Tabla 5, existen algunas especies que 

producen ~á~\:Je'Úna xllanasa; a este fenómeno se le llama multiplicidad, lo cual se 

c~e~ q~e_:~s ::~ebldo a la estructura compleja del xilano y en el cual, los enlaces 

xilosldlcos'son diversos y por esta razón, la hidrólisis del xilano requiere la acción de 

múltiples xilanasas con diferentes especificidades que pueden ser producto de distintos 

genes, por diferente procesamiento del ARNm, por modificación postsecreclonal de las 

xllanasas, por digestión proteolltlca ó por modificación postraduccional que incluye la 

glicosilación y la autoagregación (Biely, 1985; Hazlewood y Gilbert, 1993). 

TESIS COW 
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Tabla 5. Xilanasas producidas por Streptomyces y algunas propiedades. 

-------------·· 

Espacie pH Temperatura. Poso Molecular Referencia 

Óptimo Óptima (ºC) (kDa) 
-------- -----·----

S. c/1atanoogonsis 

6.0 50 48 López ol al., 1998 

S. sp. 5.5-6.0 55-60 40.5 Wong ot al., 1996 

5.5 55 44 Wong et al., 1996 

5.0-6.0 60-65 25 Wong et al .. 1998 

5.5-6.5 60-65 50 Wong et al., 1988 

S. exfoliatus 

5.5 50 Wong et al., 1986 

7.0 55 Wong et al., 1988 

5.5 55 Wong et al., 1988 

.. S •. navogriseus ,, 

5.5 24 Wona et al., 1986 

.. ·. ... •·: .• 5-7.5 42 Wong et al., 1988 

, s. ''.·viaa~r . > I> 6.0 60 43 Morosoli et al., 1986 
· I:: .. · 

1::: 6.0 55 31 Morosoli et al., 1992 ¡.·. ,,.;; .. 
..• · •. : .. '<·' 6.0 57 22 Morosoli et al .. 1997 

S •. xytopllagu:' :• 
• .. 

6.2 55-60 Wong el al., 1998 .. • . 

S.sp 6.0 55 26.4 Elegir el al., 1994 

6.0 60 Elegir el al., 1994 

S. mexlcanus .sp. nov. 5.0 50 Flores el al., 1997 

(CH-M-1035) 145 Petrosyan el al., 2002 
120 
60 
45 
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Continuación de la tabla 5 
-----···------ ---·-·------ ----------·-- ---·-·-·-·-------. -----------·-· 

Especie pH Temperatura. Peso Referencia 

óptimo Óplima(ºC) Molecular (kDa) 

S.sp.EC. 10 

7-8 60 32 Lumba el al., 1992 

S. sp. 

B-12-2 6-7 55-60 40.5 Elegir el al., 1994 

s. T7 4.5-5.5 60 20 Kesker , 1992 

S. lhermoviolaceus 

7 60-70 54 Tsulibo el. al,1992 

S. chaltanoogensis 6 50 48 López et al., 1998 

S. veridisporus T7A 7-8 65-70 59 Magnuson el al.,1997 

S. sp. 

QG-11-3 8.6 60 Beg el al., 2000 

S. thermoviolaceus 

OPC-520 7 60 33 Tsujlbo el al., 1992 
7 70 54: Tsujibo el al., 1992 

S. olivaceoviridis 

E-86 6 60 . 23 ·. Kaneko et al., 2000 

Streptomyces mexicanus. 

Streptomyces mexicanus sp. _nov.· es un· microorganismo aislado del suelo de un 

ingenio localizado en el Estado de Morelos, que tiene como caracterfstica que produce 

xilanasas libres de celobiohidrolasas. Crece bÍen én un medio mfnimo con xilanos o 

residuos llgnocelulósidó~ C:6mo l.ini~a fueni~ d~ carbono a temperaturas entre 37-45ºC 

(Flores et ~i .. 1997). Las ·~r:izilllas xila~olfticas prodúcidas por este microorganismo son 

extracelulares y ¿e· ha<~~éÓntrado que se inducen por lo~ xilanos comerciales, bagacillo 

de caña, bé~~~ra!de'íillló,~. xilosa, arablnosa; ramnosa y sacarosa. Su sfntesis es 

reprimida por glucosa, glicerol y ac. súccfnico (Flores et al., 1996; Ramfrez, 2003). 

:w 
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IV.- HIPÓTESIS 

Strep/omyces mexicanus sp.nov. produce diferentes enzimas hidrollticas, como 

xilanasas, carboximetllcelulasas, pectinasas y proteasas cuando crece en un medio 

mlnimo con bágadllo de caña, el cual es un sustrato heterogéneo . 

. v.- OBJETIVO GENERAL 

. . ·Identificación de las pectinasas, carboximetllcelulasas, proteasas y xilanasas 

produ~ldas por Streptomyces mexicanus sp. nov. crecido en bagaclllo de caña como 

.. fue~·te de carbono a través de zimogramas . 

VI.- OBJETIVOS PARTICULARES 

• Establecer las condiciones de detección para las carboximetilcelulasas, xllanasas, 

pectinasas y proteasas en los geles de poliacrilamlda, optimizando el pH y la 

temperatura para los zlmogramas. 

• Identificar por zimogramas: a las; ~~~boximetllcelulasas, xilanasas, pectinasas y 
, ~ /;/ ,~.·' . 

proteasas extracelulares/qi.Je produ~e:,streplomyces mexicanus sp. nov. cuando 

crece 

• Comparar los. pesos ;molecuíáres'de las dffereintes enz.imas hidrollticas obtenidas. 

:?I 



VII.- MATERIALES Y MÉTODOS. 
--------·- ---····-----·----···--···-·-

Microorganismo. 

En el pres~nte trabajo se utilizó Streptomyces mexicanus sp. nov. DSM41796 

: (Petros~~n et ~1.~'.20Óa)~ La cepa se mantuvo como s~spenslón de esporas en glicerol 
. al 40% ~ J~á te~~'ei~iura de -20°C. . . . . . 

, , ",' ' . ' 

:> · e L.á'esporulaclÓn se llevó a cabo enmedioYEMES; el é:ualconienla por litro: 4 g 

•. de extra¿to'ci~ l~v~dJra; 10 g de extracto de mali~; 4 g de.'sai:~r~say 15 ~-de agár (pH 
,;'".<·;'.;;:\·.···.,«(-· .,"~'<:"::-:".:.'/,;;·:': .. -'\····,.:',._'.,'-'. O • • • •• •• ·.-, .·,,,_._, >•-. ,.-~ ·~·c·::-_'.:._',;>~···:'.r;·."'¡·,·.': '· :: ' . 

-,_ 7.0).;· La propagación se realizó en un medio mlnlmo (MM) que contenla por litro 14 g 
' - .. ' ., ,. . . ' - , ·. . . 

de (NH4)faó,(,;'2•g··c1e KH2P04 y 10 g de la fuente de carbono. El pH del medio se 

. '.ajustó~ fi.5 éon _Na OH 1 N y ~e ~sterilizó a 120ºC por 20 mln. 
'• . '/ ~ ···.,.; ':·· ' 

'F'i-ociu~~1é>~ t~·~~fi.rl1as. 
' .. :_-.'.': \"·>_.: .. ?·' - \;,:•; :<;,_:::.. ' ' 

< ' ·. ' : F'~;~·i·1~.-~~~~;G'fü¿~ .de ·las. enzimas se inocularon 300 mi de medio completo 

:,'yEMEG:(YE
0

~E.~;·p~¡.'c;8~~-¡¡~ne glucosa en lugar de sacarosa) contenidos en un matraz 

·· .. ·• .. -· ... ¡=erhb~c.~,6i!ln1~-~r~~Í~~d~~e~te 108 esporas obtenidas recientemente. Se incubó con 

'{~. ~git¿cló~;a/280·1·~~-~\-~' 37·9 por 24 horas. El micelio obtenido (50 mi) se utilizó para 

. i';; ~ 'ino~~li'r~~é;;;:~~tfa~;;~ F~;~ba~h con 500 mi de MM conteniendo 1 % (w/v) de bagacillo 
,- ··- ·;.-;~:~, >·~'·-~t/~, /iI -:~ 

· . de caña;;los:éuales'se.lncubaron a 37ºC con agitación de 200 rpm por 48 horas. Al 

':¿kbÓ ·d~·~·st~ tie-~p()~' se ~entrifúgaron los cultivos por 10 minutos a 4ºC a 10,000 rpm 
" ·-·-· '., . ·<·" ,.. . - , 

en una centrifuga SorVali.1Se decantó el sobrenadante y se precipitaron las protelnas 

de. los ~~benadantes con ~ulfato de amonio hasta un 95% de saturación. Las prot~lnas . ·· 

fueron recuperadas por centrifugación y se disolvieron en el mlnimo volumEln de buff~~ 
de acetatos 0.1 M, pH 5.2. Las protelnas se dializaron a través;cle me¡,.;br~¡,~~ 
Spectra/Por (MWCO 6-BOOO) contra buffer de acetatos 0.02 M, pH 5.2 a 4~é/·i:~l1 tres . ·_ 

' • • • • ~ '. ·, , ,. e • •• ' 

cambios de buffer cada hora. La cuantificación de protelna se realizó porelniétodo de 

Bradford. Allcuotasde 1 mi del dializado se colocaron en tubos Eppendo¡f de 1.5 mi y 
se mantuvieron a -20ºC. 

,, 



Determinación de la actividad xilanolitica. 

La ,actÍvic:i'acJ 'ele ,xilanasa se observó mediante la aparición de azúcares 

redÜctores p'~{:eí';érliétodo del DNS (Millar et al., 1959). La mezcla de reacción que 

contén la ?::2"~1d~'F1~n~ de blrchwood al 0.375% (w/v) en buffer acetatos 0.1 M, pH 5.2 

y 0~0~2 ~I -d~' i~·:,e·~;imai se_· Incubó a 50°C de O a 90 segundos. Los valores de 

absorbanci",l 'ii'e ibi~,r¡)'61a:ran en u ria curva estándar de xilosa de o a 1 ~1mol. 

Determinación de la actividad pectlnolitlca. 

La actividad de pectlnasas se realizó por la aparición de azúcares reductores de 

una solución de pectina cltrica de acuerdo a la técnica reportada por Aguilar y Huitrón 

(1986). 

Determinación de la actividad de carboxlmetilcelulasas. 

La actividad se determinó por la aparición de azúcares reductores, los,cuales 

fueron cuantificados por el método de Miller et al. (1959). Se utilizó carboximetilcelulosa 

al O. 75% (w/v) en buffer acetatos 0.1 M, pH 5.2. La mezcla de reacción se inc~bó por 

60 min. 

Determinación de la actividad de proteasas. 

La actividad de proteasas se determinó por la aparición de tirosina, la cual se 

cuantificó por el método de Lowry (Bollag el al., 1996). Se utilizó caselna al 1% (w/v) en 

buffer de acetatos 0.1 M, pH 5.2. Se incubó por 1 O min a 37°C. 
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Electroforesis en geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes. 

desnaturalizantes y no 

Se prepararon geles al 8% (w/v) de poliacrilamida, tanto en condiciones no)'.::¡',.' 
{'.'< 

::,~:::::::~~:i:~::I::,: ~~::::::~::·:~·:: :,:~-P:~:~::~::::dicik~¡ji'i 
(1% w/v en agua), 2.7 mi de acrilamida (30% w/v), 2,5 mi de buffer..:J:ris-HCl:1;5 M,''pH;f'ii:\·-f~ 

- : : . . . . - : . ·.· :· . . ' /';;'.·" .' ~<,::_- .:. ~· ~'\'.; :.---_;:~·,:·.'·'.~··::;;'.<':;; :";~~}-~::-:.--'-:<·.?;---~,7:·;·.:)~_; ~-;.·;>,~::,~:/' ~? µ::· ':;'f:~ 
8.8 (para el gel desnaturalizante, el buffer conténfá';iSDS}al~;0.4~,,.;::w,ty)/1:5o}ríli;_de;'rtQ~'. 

pe~s.ui.faÍo,d7 a~o~io Y 7.5 rd de TEMED. Elgei"io~.~~,7'.ff~~?t:f?~~~~~~~·~~·:~~m'.i'l~·~;·~~~;'>r§rn:.: 
0.67 mi de acrilamida (30% w/v), 1 mi de buffer,:Tris~fict:::o.5 :,M;•n:iff;6;8;'; 30 /pide/~\~.· .: 

-· , . . -. • - - ·-.-· -.· .. .' ··. -~ ::.t'-:' ! ~;o;\ ''._· ·. <-:--"' ,¡·;;: ~\·,-: :":~(:.:.;. !~};"'."· ·_. , . .-~ ... "'·, :_·:,; ·"'<.'" ~- ~·· :: .¡ t. 

persulf~to de amonio y 7.5 rLI de TEMED. Los geles fueron d~ 1:'5 ffiiT{·Vse' cÓr~l~rón''~ . 't :~ 
100 mV (corriente constante) a 4ºC. . . . ... ; .: <;;. :: ' ._::, ' ', i <' ''.:: :'. 

;·,·· 

Zlmogramas para xilanasas. 
. . . . ·~ . . .. 

Inmediatamente después de la electroforesis; IOs g~Jes sé ir\cubarOn 60 minut~s 
con agitación, a una temperatura de 50ºC en buffer de; ~detatos CÍ.1 l'v1· pH5.2. 

Posteriormente se lavaron los geles con; agua' destilada por 1 o minutos e 

Inmediatamente se tiñeron con una soiuclón~:de',;6¡6'.c6~96' (1Íng/ml) durante 10 

minutos. Los geles se destiñeron con NaCJ 1 M. por 1'6 ~ 'ZO minutos. Por último se 

fijaron Jos geles con ácido acético al 5% (v/v) por ~O s~gu~dos y se lavaron con agua 

destilada. 

Zimogramas para pectinasas. 

Se prepararon geles similares a los geles para xilanasas, con la única diferencia 

que se agregó pectina citrlca al 0.05% (w/v) como sustrato. El tiempo de incubación fUe 

el mismo que para xilanasas Jo mismo que el revelado, sólo que en vez de usar rojo , 

congo se usó rojo de rutenio (1 mg/ml) para teñir la pectina que se encontraba en el gel 



y posteriormente se siguió con la técnica de revelado para xilanasas (Aguilar et al., 

1986). 

Zlmogramas para carboximetilcelulasas; 

. . 

Se prepararon geles a la .misma concentración de. acrilamlda adiCionando 

carboxlmetilcelulosa al 0.1 % (w/v). Para el re~elado s~ siguió i~ ,;;l~ma técnica que pa.ra .. 
• '< '" • •• • • • •• ~ 

el zlmograma de xilanasas (Mandhenko eta1J;19s4¡~·• •. 

Zimogramas para proteasas. 

Para la detección de proteasas s'e pr~p~~aro~)~s'g~lé~depoHacrliamlda al 8% y 

se corrió la electroforesis. Posteriormente s~ d~Ío~aro~;e~ ~~a ·~61Jción d~ :caselna al 

2% (w/v) en buffer acetatos 0.1 M, pH 5.2 ~4.~c-~b;'~(¡;fl{í~U!ci~:J"&;~J~'és'se Incubaron 
".: ... _,:,- ~ ,,..-.. .:,:.,r:;:~::~: .. _,:;.-;y.': ·\~:~·~cr~-1'~/_-,· r:~. -~·:'.:'-,;;::,,/: ~":. · · · 

los geles en el mismo buffer por un periodo de, 90,ml?utos a 37~Ci• f'.'or último .los geles 

se lavaron con agua destilada y se tiñeron con ~n·~ sbtud1ó'n qu~ d~rii~~la etanol al 40% 

(v/v), ácido acético al 10% (v/v) y azul brillante de Coomassle (1 mg/ml) pOr cuatro horas 

a temperatura ambiente. Después de este tiempo, tos geles se lavaron con agua y se 

fijaron con una solución de etanol al 40% (v/v)-ácldo acético al 10% (v/v). 

Determinación de pH óptimo para cada una de las actividades enzimáticas. 

La determinación del pH óptimo de la hidrólisis de los distintos sustratos en los 

geles, se realizó mediante la Incubación de los geles en diferentes buffers; citratos 0.1 

M (pH 3.5), acetatos 0.1M(pH5y6), Tris/HCI 0.1M(pH7y7.5. 
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Determinación de la temperatura óptima para cada una de las actividades 

enzimáticas. 

Los geles se incubaron a las temperaturas de 25ºC, 30ºC, 35ºC, 37ºC, 40ºC, 45ºC, 

50ºC y 60ºC, por el tiempo requerido para cada una de las actividades al pH adecuado. 

:!6 



VIII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Con objeto de establecer si Streptomyces mexicanus sp. nov. produce otras 

enzimas hidroliticas extraceiulares, además de las xilanasas, cuando crece en el 

bagacillo de caña como fuente de carbono, se determinó la actividad de las pectinasas, 

carboxlmetllcelulasas, proteasas y xllanasas en los filtrados libres de células. Los 

resultados se muestran en la Tabla 6, donde se puede observar que la mayoria de ellas 

se producen en bajas cantidades, excepto xilanasas, lo que sugiere que de preferencia 

se están Induciendo las proteínas con esta actividad, probablemente debido a que el 

contenido de pectina, de proteína y de celulosa amorfa es mucho menor que el de 

hemicelulosas. 

Tabla 6. Actividades de pedt1nasas, xllanasas, carboxlmetllcelulasas 
y proteasas ·en los filtrados de Streptomyces mex/canus sp. nov . 

. , 
'. 

·' . ·' Actividad volumétrica* 

·.Enzima (µmoles ml"1 min"1
) 

. Pectlnasas 0.27 
. 

Xilanasas 3.50 

Proteasas 0.56 

Carboxlmetilcelulasas 0.37 

'S. mexicanus sp.nov.fue crecido en MM con bagacillo de cai\a ni 1 % y 
las actividades fueron cuantificadas a las 48 horas de incubación de 
acuerdo a las condiciones descritas en Material y Métodos. 

Para establecer cuántas y de que peso molecular son las pectlnasas, proteasas, 

carboximetilcelulasas y xilanasas producidas por este microorganismo, se optimizaron 
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las temperaturas, pH's y.lle~pos de.lncubaciónde io~ g~lef;Jara·c~d~ u~a-de estas 
. ,. ·~ ,- -,- .:.-, ;,• - .. ;·: . '... . . . - . .. . 

actividades enzimáticas para detectar. a la mayorla de las lsoénzirna~ presentes en los 

filtrados libres de células. Esto se realizó l~cuband~ l~s\g~Í.es''.¡;: c~da··'.una de las 

temperaturas en un rango de 25 a 60ºC y en los b~ff~~~'eñ.Üii''i~~9'~td~:p1{be 3.S a 7.5. 
0 - •' O' '• '·- ,.,':·"A,•,.-.,~~.·;,<-.-·.'f.i;:·/'<.:'."-\.:,.-..-(:,1/);·'.-;•:,:··,,~< ,,-, 

Los tiempos de Incubación se variaron de 30 ~ 90 mln/ En la T~bla} se resumen las 

::::::~::::.:~:·:·:~:: ,:,,;::z,~@:~~f ~j~~Jlit?~:,,~,::º,::::~~: 
capaz de sintetizar ~na gran varieidad:'de Emzl~as:1hld~ollUcas extracelulares que 

degradan a diverso~ poll;,;éro~ cofl1plejo~:~~~~;e~t~~ ~~ I~ ~~ttr~leza y que pueden ser 

detectadas en los zlmogramas. 

Tabla 7. Resumen de temperatura, pH, volúmen de muestra y tiempos de 
Incubación óptimos para los zimogramas de cada una de las actividades 

enzimáticas analizadas 
ENZIMA TOPTIMA pH OPTIMO VOLUMEN TIEMPO 

DE DE 
MUESTRA INCUBACION 

CMC-asas 42ºC 5 40µ1 90 minutos 

Pectinasas 42ºC 5 80µ1. 60 minutos 

Proteasas 37ºC 5 60µ1 90 minutos 

Xilanasas 50ºC 5 40µ1· .· 60 minutos 

Bajo estas condiciones se encontraron ·en los geles de poliacrilamlda en 

condiciones no desnaturalizantes tres bandas de actividad, las cuales corresponden a 

pesos moleculares aproximados de 120, 200 y 245 kDa. Así mismo se encontraron 

cuatro bandas de actividad de xilanasas en condiciones desnaturalizantes, las cuales 



- - -. ·-: - .----- -- - .-- -
'· -'.;: ·- ·. -

corresponden a enzimas c~n pesos m-oleculáres aproximados de .145, 120, 60 y 45 kDa 

(Flg. si: AnteriorllÍentese dellÍosfrÓ q~e la protelna- d~ 245 kDa esté formada por las 
.• -. -- • - • ·<• • '• •<"e • • 

. xilanasas t:fe 145 kDa, de 60 kDay probablemente alguna otra protelna sin actividad 
' ; .. . . . ' :. -.-. ·.:..:" •''• :. · .. -· .. ' .. 

(Petrosyan ·_et al:, 2o02). _L~ multipHcldad' én, la pro:dué:ción de xilanasas por diferentes 

microorganismos es un fenóménci bien' establecido (Wong et al., 1988}, pero solo en 
.. '-·" ·'•"'-· .,_ .,,•'' - .... ' ·.-· .. ' .. 

algunos casos se ha podido determinar si estas xllanasas son producto de varios genes 

o se generan'.p~~el\"p-rciclis~-~ie~tó dé'.uh~ ovarlas protelnas. En el caso de las 

xilanasas de S. m~xi~anÚ~¡~~.~~v!no s~ h~n podido amplificar por PCR el o los genes 

que •codific~n'p~ra-:est~~s~'~z~-~~/üu11~and~_ ollgonucleótldos degenerados diseñados 

de ac~erdo ~ l~s s~~~·~~~¡~·s:é6'ri5,~,:(;adasde las xilanasas (Morris et al., 1999) y no se 

.-hari ~bÍeníci~'re'sGlt~~~~;,~o~ittv:;~':; Esto. Indicarla que las protelnas con actividad 

xilanolltlca de. s}· ·~~;j~~hús \tp'.~6~. rio presentan estas reglones conservadas o son . . . ~ . 

proteinas.con otra actividad hldrolltlca principal que son capaces de actuar sobre el 

xilano. 

A B 

2 3 4 5 2 3 4 5 

Figura 5.- Zimogramas en condiciones no desnaturalizantes (A) y desnaturallzantes (B) 
de las xilanasas producidas por Streptomyces mexicanus sp.nov. crecido en MM con 
bagacillo de caña al 1 % bajo las condiciones descritas en Material y Métodos. Carril 1, 
10µ1; carril 2 , 20µ1; carril 3, 40µ1; carril 4, 60µ1 y carril 5, 100 µI (última cantidad de 
muestra sólo para B). 
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La. temperatura y pH_ Óp.Íinio-~; para la detección de las pei:tinasas'.en los 

zimogra~as fueron cie 42~c y 5.0 resp~ctivaménte, con u~ tiempo óptimo d~ i~cub~ción 
de 60 minutos. Bajo estas co~~icio~es: se encontraron i~es banda~ de actividad 

pectlnolllica en condiciones no . desrÍ~turalizantes y cuatro en condiciones> 

desnaturallzantes. Estas bandas d~ acti~ldad corresponden a protelnas con p~s;s 
moleculares aproximados de 215, 245 y 265 kDa para el primer caso y 70, 85, 90y ~rf: .··· 
kDa para el segundo (Flg. 6). Debido a que las protelnas de alto peso molecul~r. no' .. - . 
aparecen en los geles con SOS, se puede sugerir que éstas son complejos que están 

formados por protelnas de mencir peso molecular, las cuales se separaron P.ºr la 

presencia del detergente, tal como ocurre en li'!· .:ilanasas. 

A B 

2 3 4 5 2 3 4 5 

'' t ..... - ... _ , -" .... f" ·' ~-

Figura 6. Zimogramas en condiciones no desnaturalizantes (A) y desnaturalizantes (B) de 
las pectlnasas producidas por Streptomyces mexlcanus sp. nov. crecido en MM con 
bagaclllo de caña al 1%, bajo las condiciones descritas en Material y Métodos. Carril 1, 
10µ1; carril 2, 20µ1, carril 3, 40µ1; carril 4, 60µ1 y carril 5, 100 µl. 

La temperatura óptima de las carboximetilcelulasas fue de 42 ºC y su pH fue 

de 5.0, con un tiempo de incubación de 90 minutos. Para estas actividades se 

encontraron 5 bandas de actividad en condiciones no desnaturallzantes, las cuales 

presentan ·pesos moleculares aproximados de 85, 105, 135, 160 y 190 kDa. Bajo 

condiciones desnatúralizantes se encontraron cuatro bandas de actividad, las cuales 

corresponden a pesos moleculares aproximados de 55, 70, 115 y 138 kDa (Fig. 7). 

'LESlS CON 
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. .- - >:. ~:··>:~:. ~-':-.\~~ ·".>: '· 
Nuevamente se encontró que S. mexicanus sp.nov. produce prot~lna'.~ que parecen ser 

complejos que pueden incluir varias protelnas. Este 'púnto:se?éiis~utirá después 

ampliamente. Hay que mencionar que en la mayC>rl~ ¡cj~'<1a~in9~r'~s que se están 

presentando de los geles hubo necesidad de renia;car l~s ~;~-~d~s ci~'actlvidad, porque 
: '.":·"· .. ··-:.-.",,-:":'.·;) .. ·;,;.,,.,.·_·<}:.··: .. _,, .:':' 

en la fotografla no se alcanzan a observar aunque en el gel original sl_se detectaban. 

A B 

2 3 4 5 2 3 4 5 

Figura 7. Zlmogramas en condiciones no desnaturallzantes (A) y desnaturallzantes (B) de 
las carboxlmetllcelulasas producidas por Streptomyces mexlcanus sp.nov. crecido en 
MM con bagaclllo de caña al 1% bajo las condiciones descritas en Material y Métodos. 
Carril 1, 10µ1; carril 2, 20µ1; carril 3, 40µ1; carril 4, 60µ1 y carril 5, 100 µI (última cantidad 
de muestra sólo para B). 
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A B 

2 3 4 5 2 3 4 5 

Figura B. Zlmograma en condiciones no desnaturallzantes (A) y en condiciones 
desnaturallzantes (B) de las proteasas producidas por Streptomyces mexlcanus sp.nov. 
crecido en MM con bagaclllo de caña al 1% bajo las condiciones descritas en Material y 
Métodos. Carrll 1, 10µ1; carrll 2, 20µ1; carril 3, 40µ1 y carril 4, 60µ1 del filtrado. 

Por último, los zimogramas para las proteasas presentaron una temperatura 

óptima de 37ºC y un pH de 5.0, con un tiempo de incubación de 90 minutos. En los 

geles corridos bajo condiciones no desnaturalizantes se encontraron cinco bandas de 

actividad, las cuales corresponden a pesos moleculares aproximados de 10, 13, 14, 

190 y 260 kDa. Por otro lado en condiciones desnaturalizantes se encontraron sólo dos 

bandas de actividad que corresponderlan a pesos moleculares aproximados de 59 y 

117 kDa (Flg. 8). Estos resultados sugieren que la actividad de las proteasas de bajo 

peso molecular. es sensible al SDS, ya que no se observaron bajo condiciones 

desnaturalizantes y por otro lado, las proteasas con pesos moleculares de 190 y 260 

nuevamente parecen ser complejos multiméricos que se disgregan en protelnas más 

pequeñas al estar en presencia del detergente. 

En la tabla 8 se muestran los pesos moleculares aparentes (Mr) 

correspondientes a cada una de las actividades hidroliticas presentes en los 

zlmogramas bajo condiciones no desnaturalizantes. Se puede observar que el omplejo 

multienzimático de 245 kDa presenta actividad tanto de xilanasas como de pectinasas. 

TESIS CQ~T 
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De lgÚal nianera lapa.¿un~sa1~:2~5kDa ~=drla te~ér actividad.de proteasa .(260 kDa) y •• 

lade 190 kDél podrla 't~mbi~n :ienefr acíividad de proté.:isa y de CMCasa: Estos 

r~sultad~s sugier~llg~~~ ·s_'in~xíca~us ~p. nov. prod~ce complejos multlenzimáticos que 

- ~;tán :co~~ue~tci's:ip'cir'.'p~citel~~~-;con dif~~ent~s actividades, lo cual podrla explicar . 

porq~·é.' e~ .un)'tr~~~Íg:~1~t~~lo/.~e det;Ctó un complejo de 245 kDa. formado por las 

xUan¡;¡~;i·~·e.~145;;y so;í<(j~;::~ay~ sJITl,ide' pesos moleculares no corresponde al peso 
. , ·-/ '.·· :·:::,~:e:·, . .;.,+~;:_,-.'.::·.;¡_~\-¡'.;·!>,:;:_':'"~:~:ff{Y-··' '?7,F::::> .. :o'\: -_: · .. ''.,. 

· d~I ~ornpfejo'.í~Un:pü~to.iinportante que hay que enfatizar es el hecho de que estos 

- ~~~#!!Í~~:i~'.~j~~::[~'~g•T:~,1.~~ula~ s~ descomponen en sus subunldades, al separar las 
. _· prot~lnas e,n ,los geles desnaturallzantes. 

, - . ' 'Esie;·ti~6·¿~·'¿¡;:,l;pieJ~s;se''han ·descrito en otros microorganlsmos,·como en 

Piro,riyce~:~p:'cep~ é~ cTeunlssen et al., 1993), Butyrivibrio fibrisolvens H17c (Lln y 

Thom;i:>~; 1991) 'y C/ostrldium.-t/Íermbce/lum , en donde se encontró que en una 

estructur~ muy compleja con~cld~ ~ilmo celulosoma se encontraron 18 diferentes 

enzimas que participaban en la unión y·, d~gradaclón de materiales celulósicos y 

polimeros asociados a la hemlcetuiosa, y _denÍro de estas se observaron 3 celulasas, 7 

carboxlmetilcelulasas, 1 exoglucanasa, 1- Ílquenasa o laminarlnasa I, 1 quitinasa y 5 

xilanasas (Fontes et al., 1995 y Bayer et al., 1998). Como se puede observar no existe 

algún actinomiceto reportado que produzca complejos que Incluyan varias actividades 

enzimáticas para la utilización de fuentes de carbono complejas. 

En la tabla 9 se muestran los pesos moleculares correspondientes a cada una de 

las actividades hldrolltlcas presentes en los zimogramas bajo condiciones 

desnaturalizantes. En esta. tabla se puede observar que muchas protelnas presentan 

valores de peso molecular muy cercanos. 

Esto podrla deberse a que son protelnas que presentan un peso molecular 

idéntico o semejante o podrla ser que una misma protelna presente más de una 

actividad, como son los casos de una xilanasa, una proteasa y una CMCasa que 

presentan valores de peso molecular muy parecidos (120, 115 y 115 kDa,. 

respectivamente) y el de protelnas con actividad de pectinasa y CMCasa de. 70 

kDa.(Tabla 9). 
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XILANASAS PECTINASAS PIH>TEASAS CJ\IC-ASAS 

P~ (kDa) l'M (kDa) l'M (kDa) l'M (kDa) 

265 260 

245 245 

215 
200 ·. 

.· 
•. l.· 

190 190 .. 
160: ' .· 

' :, :/ 
: 

\ 135 .. 
120 

105 
85 

15 
13 
10 

Tabla 8. Pesos moleculares de xllanasas, pectinasas, 
proteasas y CMCasas detectadas en geles ND-PAGE 
producidas durante el crecimiento de Streptomyces 
mexicanus sp. nov. en el medio mlnimo con bagacillo de 
caña al 1 %, como se describe en material y métodos. 

34 



XILANASAS l'ECTINASAS l'IHJTEASAS Cl\IC-ASAS 

l'M (kDa) l'M (kDa) l'M (kDa) l'M (kDa) 

145 

120 

60 

45 

97 
90 
85 
70 

138 ·. 

55 

Tabla 9. Pesos moleculares de xilanasas, pectinasas, 
CMCasas y proteasas detectadas en geles 505-PAGE 
producidas durante el crecimiento de Streptomyces 
mexicanus sp. nov. en medio minimo con bagacillo de 
caña al 1%, como se describe en material y métodos. 

En la literatura se han reportado proteinas, en las cuales un polipétido es capaz 

de presentar dos o más actividades enzimáticas. En este sentido, Sakka et al. (1993) 

reportaron la presencia en Clostridium slercorarium de una p-xilosldasa que además 

presenta actividad de arabinofuranosidasa. Por otro lado, Trichoderma reesei sintetiza 

una protelna multifunclonal de 100 kDa, que tiene una actividad principal de p

xilosidasa, pero también es capaz de hldrollzar xilano formando xilosa como único 
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producto final, por lo ,que es ~onsiderada corno uriél JÍ-D-xlla~'~i1óhydrola~a; la en~1n1a 
t~rnbién exhibe actividad de 1t~L-aráiJÍnoruranos1das~ c~errlli'a~~ et a1./X9-~7¡, . . . 

- ; e· -.· ~-- ·. -. , --: - ;- _- -·, _ - - • -_.,. - ··. ' •• ""-· __ -·-- -.- • - o-": . _ "> • . - '- ,· -·~ -.··:O,_ .. _ 

·• Otr~s· ejempl~S.· de. enzimas hifunclon~le's sorl'~ el /de, la ;~¡¡él~asa,fJl-xilosidása' 

· ...• · ~:~;r:,;~,~i..~::;~~0~;;1:r~:~~i~r~~füi¡lt1~1~1R1l~~1~¡~;::: .. ·. 
'intElresant~ Els el de .una protelnél de Neocalliinástix r,atricia(úrn'qüe pres~nta élctividad . 

· .. :f.i¡:,~f ~~·f · 00!º~'º"':~'·:·.' '':J~~~,t~i~rf ii~~~~ii¡~&rít,;,,(., .. , 
.· · ··. \·····.·· .o.e acuerdo.ala llteraturél,las e~zlrnéls dEjl filtrado de,S.(n:ex1canus,sp.· nov. que 

;~~.~~rm~~f ~!~f~~~Wfü~~~~~~~i~~!J!~~~:~~~~;:~ 
·~na xu~ri~~a d~ SOkD.~ ;; Üña'.~ro\eas~ deBO.kDa. Esta~ enzimas pod~lan ser la misma 

pero presénta~d~ diferentes actividades~ . 
. ' 7:·' .. _., '·.·· '•· --." -.. .. 
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IX.- CONCLUSIONES 

* 

* 

* 

* 

Streptomyces mexicanus sp. nov. es un microorganismo que produce varias 

xilanasas, pectinasas, carboxlmetllcelulasas y proteasas cuando crece en un medio 

mlnimo con bagacillo de caña como, única fuente de carbono; 

Streptomyces mexicanus sp.- ,nóv. ,:pt~~;uce ,, pectlnasas, xlianasas, proteasas y 

carboximetllcelulasas con un pH t'.Jptimo;é:led~tecclón en los zimogramas de 5.0. Las 

carboxlmetilcelulasas y las -pe~Ílná~~~- 'p;éséntan una temperatura óptima de ...... ,, ... '' 
detección de 42ºC, mientras qu'e lá5''a~tivldades de xilanasas y proteasas fueron 

'. ¡,, .. " ··:.,.,· 

óptimas a 50ºC y 37ºC respectivamente. 

En zimogramas nativos se detectaron 3 bandas de actividad de xilanasas (PM 120, 

200 y 245 kDa), 3 de pectinasas (PM 215, 245 y 265), 5 bandas de 

carboximetilcelulasas (PM 85, 105, 135, 160 y 190) y 5 bandas de proteasas (PM 

10, 13, 15, 190 y 260 kDa). 

En geles con SOS ~e _obs~rvaron 4 bandas con actividad de xilanasas (PM 145, 

120, 60 y 45 kDa);' 4 de :pectlnasas (PM 97, 90, 85 y 70 kDa), 4 de 

carboxlmetllcelulasas (F;'M 1 :3a', _115, 70 y 55 kDa) y 2 de proteasas (PM 115 y 60 

kDa). 

* Las 'proteinas,de 265, 260, 245, 215, 200, 190 y 160 kDa son complejos formados 

por dos ó más pollpépt1dos. 

37 



X.- BIBLIOGRAFiA 
--------------··-------------·------------·--·--· -- -------- -------- -----· 

Aguilar G & Huitrón C.1990. Conslilutive exo-pectinase produced by Aspergillus sp. CH

Y-1043 on different carbon sources. Biotechnol. Lett. 12: 655-60. 

Aguilar G, Treja BA, Gar~la'JM &'Hultrón C. 1.986. lnfluence of pH on ende- and exo

pectinase prodUcÍlonbyA;p~;g,11ds'sp.CH-Y-1043. Can. J. Microblol. 37: 912-17 . 

. ' ·... ·• :·: :f,?c:\¿·'.,:i):.(''.'•-, .. - . ·.···. ·.· ·. .. . . 
Arthln F, Shareck· F,·l<luepfelD & Morosoll L. 1994.' Effect of dlsruption of xylanase

·. encodlng g~~e~drAh'e'xy1'a'~~l~tlc ~y~te~ of Strepto'm;ce; IÍ~id~ns;;J. Bacteriol. 176: 
4924-30. . ... /- /:·. <;<' . :;:> . 

:;.~;~? -;;.e;· -··-~·- ·~: 

Awad W, Ochcia<M•&)"oomey T. 1972. Self puriflcation of two serlne endopeptidases. 

··,\:<:~;.;\:\''·' AJ· ·

S~oha'in v:& La~eds R; .1998. Cellulosomes-Structure and 

Seg·. Q, S~~;2reá';>i.~~u~f:-·~.·2~0·2.:,:De-represslon and subsequent lnductlon of 

prbtease syntlÍ~~l;:b~·~~'c/í/u~ rnoja&erfsis under fed-batch operations. Proc. Biochem. 

37;·1rn3~ó!{ :. <> 
Bhat M. &: Bhá( S; ,1997. Cellulose degradlng enzymes and their potential industrial 

· applicatlons~ Bioteéhnol. Adv. 15: 583-620. 

Biely P. 19~5 .. Mlcrobial xylanolytic systems. Trends Biotechnol. 52: 305-46. 

38 



Bollag DM, Roz~cki MD & édelstein SJ. (editors) Protein mel11ods, 2nd ed, Wiley-Liss, 

NY, USA. 

Bronnenmel~r-K, KemA,.Llebl W & Staudenbauer WL.1995. Purification of Thermotoga 

marítima en~yme's f~r the degradation of cellulosic materials. Appl. Enviren. Microblol. 

61:1399~4ÓT 

Cháve:i(Camarillo GM. 1995. Estudios de la X-prolil dipeptidil amlnopeptidasa en 

levadur~s.:Tesls Doctoral Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del IPN. -·· 

Deleyn'i=,•Claeyssens M, Van Beeumen J & De Bruynefok.197'8\puriflcaiion and. 
·. :.: .. ,· ·-. . : :;,('.'_.·:<·,:;;:::.::··-'f;.:r~:;':~z:;:~r·::_:;::-: •. ,>,~:,,..«::;,:·::·::,,. \·-:: .,. ':· -

propertles of beta-xylosldase from Penicillium wor:f.171élf1/11.•Can:·J;'Blo.c~em.:56: 43-50. 

· • .--- .•• _ ..... ·._._-- ... _ ·-< .,,;.::<i~-,~·;,·?n'tiiJ~ .,,~,,,-:> .. . .. 
Elegir G, Szakacs G · &' Jeffrles .T>J 994;".'.Pui"ificatlon;'fctíarac erlzation and substrate · 

. -- .·· ·:_-: , . -----~" ... -.--:_-_,.;.; · :·.::·:... ·,.., '.;: .. __ , -:.~ :· _:: .. ,.;.'._: __ .".;<;;>_¡,_-:;;i.:!-~:f:.t/,-({l'.•?::;~~;:\r;~::t~·=--~r~~;;):\~, :'2;\:\".".~~~q,::J;J·{.re:~~": . :": ·:"; · ;· ·- . · . . : 
- speclflcitles of multlple xylanases from Streptomyces s :.•Straln 8~12-2YAppL Environm. 

Ml¿~obÍ81:. i~~ ~-~l~~f ~-1:.-~'.i ::;~ff ~J~t .. ~~l6'~\ . - · ):¡~r~~-~ <f'' ;:, . 

. · Ellalah P, Srl~lvasulü '. ._., 1~96'.P'r'ciciU¿ií'cin lóf'ei<trace u ar,;: portease,by 'st;epto~yces 
rr~di~e'. H1nciu'~i~·~:A~í1~@·8Üi1.';·3:~:;~n · ~~'1f · '>r · ' · 

. '.;:.: ::·:·::-7~i~,~·-~~fü ~~:::~~.\:_}!· i ~~ ,.,. "3~- ~, ~F~·'.:,f 
-: .. -." .• -_;: ::- .- ;"~:-~~>>. ;ry::-_ -:t_~,~r~-~,:~x.rt :.\~:/V:/i;;~~i~l~g~ú . ~1~\ _ ~!..: ;~< ... <{:~-,_:o--~-·_ 

Fllnt H;Martin•'J;:McF'hersonC,'Danle A;&:·Zhang J,:._1993;.A bifunctional enzyme, with 
, :: . ·. .· ·: :. >~:·.--' ~- ;:::·.'.:-.::;·-);;.~~;; :.fi~v:,:::-~~~q ;t. "-,~i':~:~;·,t.;::..;,:,;~;·;ni1'.t:~;:t~~/-:;:::~~·:·1:·)~.!;;_:r : · 
separate xylanase),and J3(1 ;3"1 A Fglucanase/domains; 'encoded by the xynD gene of 

, · · ... : ·' _,. ~ .:··:< ~ .. · r<'\'.i«_~;,.,•?3'.:·{".::~~:tt.""'~k'~?:;·;:;' r*·~· ;;i;,A\i}~'.c;:~;.:~,<::-<;t·tc~;-~·: :·.l:':}::~ (:::·, 
Ruininococciís flávefaC/eiis/'J. B~lcterioi:\17s:2943~51: 

.· .· ::'· : ·_ ~.;:::J~(f;~ . :;r~~~f~fi/.¿-~F'.Ji~'- :~.· · · 
Flores ME;' ,F'érez_ 13. & · f-:lultrón.C;\1_997'.i P~Xylo.sldase_ and xylanase characterization and 

. : · · .. ,. -. ··--,> ~~:~,:_'.-·.:-'.,.·~:i_·:~c",~~~~<~->.~\,!'..!~·1i)i~(:[!,:.;~~-h~·~·\:4-~.:~:·_, ·,.:rn:~:,.._,~;''·,_··:.:-~ ,:, .· 
· production by Streptomyces sp.'.CH-M~1035. Lett. Appl. Microbio!. 24: 410-416. 

·· .·· · ·:·. · • C i.c~:·."•{1'.'!i'í'it]l;~~:I'.·~~Yrt¿··{·j~{.~+,(:t; ; . 
Fontes c,.Hazle~oOd:G;Morag';E;';f:lall/J,HlrstB & Gilbert H. 1995. Evidence for a 

· ge11eral.r61é'r~{ri(,~-~·~~~·1tli~~th'e'r~éi~t~biÍizlng domalns in xylanases from thermophilic 

bact~r1a: J. s1~c~e~'.' 3o7:' T51.N58::·'. · · · 

ESTA TESIS NO SALE 39 

D.E I..A BlBLlO'l'i:'.CA 



Garcia-Carreño F, Dimes L & Haard N .. 1993'. Substrate~Geli'electroph'oresis 
composillon and molecular weighl of protelnases.orp~61~·ihaée6~~'pr~1·~{n~~e lnhibit6rs. 
Anal. Biochem. 214: 65-:69. -, .. 1·~ • : :r.~> ,~:.-~·- . ~-,·"'.·· ;.·-~:~:.<::.;...,,·. ;._~_·t ~--~.:~;:~>. -, -· 

Goodfollow M & cro:i·d~'l~~f~~~~Ei:&~~~l~iif ~JI~A~lr~~)o~:,a, 
Goodfellow .M. Mor,darsk.L f\110 &"W[lll¡;¡Ql~.i:¡;( eds);'PP.,7;;)6.1t:~'?;;J.d~.r.r)l.c ¡:>res~. • 

. · ... ··•··· .... :\Ú,;:;,l:;\~~: . i§!r\ti!,(.j:~*I ~.'.;·~::?';,:··:··'~( .· r.·;.·c ,.. .. . 
Goedegebuur F,:' Fowler,:T;'Phlllips·J;':Van; . ley.P;:Van Sollngen P, Dankmeye L & 

'.· . . ··:· ·'/··:-' '~>:-;,;:.·\·.:-~"'l:tf:'~;,~~:;:·1~~'.~-r~-·t,l-:'~~··'·-~'.;:~~~-~í~:,'.'-'~~·t::!,~:;1;·~~t:<:_,'.t''\ .. "· ;; ;_: " .. ·,.''.-' .. . ··.:, . . . 
Power S. 2002:.;Clonlng· and,relatkma[:a11alysl,fi;of·,15 novel fungal endoglucanases from 
: '' : . :, ;_'. ,~;~. ::-· f.:\~':!, ':,;:C;'-,t~;--~::.i -~;:,i;¡:-,~,;~y~'/_,; w, f;;~.'.:f:i¡; ~:)-1>~.,:J~{_;;.1:~,\ ··:-~>;i- :·J ' ... '. ':.". ·. ,, : 

famlly .12 glyéosyl tiydrolase:; Curi'ent Genet.1 41: 89~98. 

·.·.·.•··.•· : ·.·.:(-:~·,t;~~ ... ~l~:?t~~~r;y~~t·::t~lY;(··,:'•···.·.· . 
•.•. 1 Hage~dal B/· Ferchak:J ;&'ipye? E:;;1980:(Saccharlflcatlon of cellulose by the cellulolytlc 

'C,i ,[~IJ.~~!IS.~~~~i~f ;iI~""::,:,~~:m·::::~;,22 1515-1526 

Házlewb~d •··'G .& Gllbert:";l-i.-.?{1993; Molecular blology of hemlcellulases. En: 
•'" -"' . , ,• ·~· .· . ., __ . - ·- .. :,., :._:,.·;-.' ~ :. -~ ·:· :;:\ '. ·,· 

Hemicelluloses, and Hemlcellulases:·coughlan M. and Hazlewood G., (eds.), pp. 103, 

Herrmann M, Vrsanka M, Jurickova M, Hirsch J, Blely P & Kublcek C. 1997.The 13-
' ., ·.·· ' 

xylosldase of Trichoderma reese/ is a multifunctional 13-D-xylan xylohydrolase. J. 
··. .-. . : .· 
Blochem: 321: .375-381 . 

. Johri M, S~hmidt B & Schmldt J. 1979. Purification and sorne properties of five endo

··1,4~b~ta~ó;~yla~~·ses and a beta-D-xylosldase produced by a strain of Aspergillus niger. 

·. ·. • ,ca~.'J;'81~chem. s1:125-34 . 
. ·;·.'.:_~-. <··'-:.·: -=::·.: ' . : 

. . .'·: - ~:-:: ' .·. ::- . :·: 
Kanekéí s;',~uno'•A; Muramatsu M, lwamatsu s, Kusakabe L & Hayasi K. 2000. 

- - - ¡,' .,, .- '·" ·-. •. • 

Pur'ification . and characterizatlon of a . family Gly beta-xylanase from Streptomyces 

olivacéo~iridisE-B6; Bi~sci Biolechn61s1ochem. 64: 447-51. 

40 



Kato J, Suzukl A, Yamazaki H, Ohnlshi Y & Horinouchi S. 2002. Control by A-Factor of a 
. -· . -- . -

metalloendopeptidase Gene lnvolved in Aerial Mycellum Formation ·in· Streptomyces 
griseus. J. Bacteriol. 184: 6016-25. 

Kesker S. Rao M, Deshpande V. 1992. Characterizalion ~~·d s~q~en¿lng ofan aclivec 

site cystelne-contalnlng peptide from lhe xylanase of a th~r~Ó;31~ra~t Strepl'!myces T7. 

Biochem J. 281: 601-5. ·~··'.i:·~, ... ~:>.:.·:'->.·:··· ·.~ ·, 

Un\> &Tll~;.,~di.f.J. 1991. An analysls of the extracellular xylanases and cellulases of 

Buty;ivib;io fibi!s'ol~e~s H17c. FEMS Microbio!. Lett. 84:197-204 . 
. ,· . . . :- ... 

Lóp~z -Hernández C & Rodrlguez J. 1998, Application of the affinity binding of 

xylanases to oat-speit'xylan in puriflcalion of the endoxylanase CM-2 from Streptomyces 

chattanoogensls CECT 3336, Appl. Microbio!. Biotechnol. 50: 284-87. 

Lorenz W & Wlegel J.<1!Í9l.'isÓlatlon._ analysls, and expresslon of two genes from 
. . . : . . . ;"·'. --~ .. ' : . . " . . . . . - ' -· 

Thermoanaerobacterium sp .• straill JW/SLYS485: a beta-xylosldasé and a novel acetyl 

xylan esterase with cephalbsp~ri~.c c:!Eiac~tylase activity. J. Bacteriol. 179:5436-41. 

4t 



Lumba F,Pennlnckx M. 1992. Characterlzation of mulliple forms of 11-xylanase produced 

by a Streptomyces sp; grov.iln9 on llgnocellulose. Appl.Microblol. Biotechnol.36: 733-38. , 

Lothl E,,' Lov~o,' McAnulty ;J,ó'N,aHace,,c,\caughE!y,,p' , Saul ·?·,·&;Be~gquistP. 1,990 ..• ,. 

, .,, ?lon,if 9i},se,~~~~f~'.i\~:i~.)~f,1~~{i.~.~,Y~~~Í.~~i,i9\1;kifü;;·9·~5:'.iJ:eH~()~\?9'},'*~¡an~degr~dlng .·•· ·' 
, erizymes{•,from\theWthermóphile:f·:"Ca/dOce//Lim·:••sacchaf'o/yt/cum''>• Appi;', Enit1(on1Tl.> 

·Mii~¡,~~:;tlf }~11:2~, ,wll . ~~~~~ii~%.tt:;'~,;~;;1¡~t!%:;t{¡.·· .. •. 
, Magnuson T ~ &·: raWford: 0;1997,!.•, Puriflcatl6n ;and ú:charáctérizalion ': of; an ,· alkallne 
: _.;. :'..·, .·, ·:~~.,-,~. > ,'~·:,'~ <~:;·~. f.~i-~·l\',3::i'.·):;p::i~::~;i:::~e~)~;!:;.?:>:' 2f:;~:~-;;·~-'-~.~:,:;:-:'.·~,.>\~:;::,_ •,::-J,/-:h'~l~.'.Y:~;::"\':·.-,'.f_~:!~~: .:~:·>': ·:<,-' f '-:~:- -~· » .: . • 

· xylariaséfrárristfé '.toiiíyces ·viddospOrús :r7 A!:Enzyme.Mlcr6b.ffectinol; ·21 :160-4. 

•· .·· '. , _•}:: ff:?;~.. 'f~·7fc·'.2(~i:./i~f ¡~t1\,,;:711: ·;, ;··::· ,;~:'.'.:P,~f ·'.'.~.:: ·y: J ' . 
Maldonado' M;'' rasser éle' SaadiA·&>cá111e'r1.0:0;:1989 .. ~Catabálite repression of lhe 
:'.·'.·. ~'~- -· ·;)'." :-·::·~·~:: <:·.\:1~>¡;?;;._.>.;•_¡¿i!/,c~;-;;'y,:~:<_,';·;,:~ /.'.~·-~·i."::-;-l:;::~l\-~:'.~1>¡~'..· ,-;; /:\'.·1:··,:-;:.;_.\;¡· :·.7'·_·, · ::·.~!:,:~.: · :_ - ·, ·. --
synlhe'sis :'o( lnduclbie7polygalactüróríase?aiid :peclinesterase. by Aspergil/us niger sp. 

' '· <~:.: /·t;:';.j).:i;t.ir':hh:fifr_"·<"-~y-¡j> '.-:;·~1,~:_-~;i:'..<).;> . . ' .. ;... . ····:~ ' ·-
Curr. Mlcroblol.18:303~6.'F ·:·;::• : " ·· <·:.: · 'i :.·:; 

"';1, [~~i~~~if~-~~~~;~r~d~~~;Q, ;, oOiYmos oo oloct~phorellc "'''· CRC 

.'.~~: rt~;~f~}¡;~l~::~·'~:: A::ltl::·::~::lcD:~:~~ll:: S:~::::~: 
' fradi~~.P;/ociG~iiéi~'.:1;b1at16n and perlimlnary characterisation. Biochem. Blophys. Acta. 

·1·3"'9··.'3·>8''·2• ·.'~.·''1'· .• ;.·. ·'·.·J• ._,,;,;:· · 
··. i\-;-- .. ··-

: ;-;.'·_-; -~'..!" -. ·i_:~:-:·:' 
<e;" .,., 

rvi~rosoli •R., ,Roy e;~ Yaguchi M.1986. lsolation and partial primary sequence of a 

xylanas~. from the Cdptococcus albidus. Biochem. Biophys Acta. 870: 4 73-8. 

Morrls o; Moreland o;'Ford 1\11, .Thomas J & Berquist P. 1999. Family 10 and 11 

xylanase.genes from Caldicellulosiruptor sp. straln Rt69B.1. Extremophiles 3: 103-11. 

42 



Petrosyan P. Luz-Madrigal A, Huitrón C & Flores ME. 2002. Characterizalion ·ar a 

xylanolytic complex from Streptomyces sp, BiÓtechnol. Lett. 24: 1473~6. 

Pokorny M & ,Vital e ¿, 1980,, Enzymes as by~products during biosynthesis of antibiotics. 

En: Tre~ds in ErizyrnoÍ~gy: l~dÜ~trial ~nd Clinical Enzymology. Vitale L. & V. Simeon 

(Editores). PergamonPress: pp.'i3~2s.·· 

Pokorny M, Vitale':L.Ju'rl<;~v;\Renko M & Zuvanic J. 1979. Streptomyces rimosus 

extraceliular protéas~sL·ci¡:;~ract~~i~atlon and evaluation of various crude preparations. 

Eur; J.Appl. MÍC:fci~161:~816ik6h~61: 8:81-90. 

. .·· ·.·.··· .. · .i;tIJ.~~~t1~::fliit;.~Eki · .. 
·. Ramlrez:.AL~·.é2003:~;;Efect0\de:.Ja.fuente de carbono sobre la bioslntesis de las 
- ,-:·~·.:. r :-: '' ~:\:<"· )~~··~-¡','2 ·>L~-~:,;:;'.'ú,0{.::;:/,J~i:!,r.~};_\,i/;; ,·_, J. -~.· _ . , 
· :, endoxilánasas·de:Slreptomyces mexlcanus. Tesis de Licenciatura en Biologla, Fac. de 

;'.:c1~n,c1a~. :u,1i~~~1;.:~.~~~l?l~f j)~~·; )e;~ ~< : .•..•.•. ·•... ·. . .·. . 

.·'' :;••Sakka.K;Yoshikawa·K;•Kojima•Y;Karita;S,Ohmiya K & Shimada K. 1993. Nucleotide 
"··''._.-.'. ·_I·' '."··: "';·-::t:.; .:'.·-.:~\_.-·•_\.•;',~'),~,;;.;::;\•j ''-';·~~~:".~éJ~,;pff_i'{,;,':f:"¡:'?";/;~,:.,i;;?,)f'.·":·?·. ·-.'..':-. ,·!·,---;~-:.' ·\~'.·,._ ~· \:'. . :, ':·" •'. ' / .. 

·· · ·; sequence ofthe;C/~stridium~·stercorarium xy/A gene encodlng ·ª bifunctional protein with 

Y . (:~~~l~f ~~J~(~~1~{~i~i~tj~tf~~fi~i ~~.-~., 01 

the '~"''""' 
.. ··· '·.{S~hols: .'. H~1;;~~~~i~;~~'·;-~d.::·_sJ¡;1:~va~'; ·L:.~:i~~bini:ii~k- F · & Voragen A. 1990 . 

. Rhainnogalactü~onase:C a'rióve( enzyme that ·ci~~¡;d~the halry regions of pectins. 

· .carbohydr: Re~:2o'6:105-1s: 

-13 



Schwarz WH, Adelsberger H, Jauris S, Hertel C, Funk B & Staudenbauer WL. 1ggo. 

Xylan degradation by the thermophile C/ostridium stercorarium: cloning and expression 

of xylanase, beta-D-xylosidase, and alpha-L-arabinofuranosidase genes In Escherichia 

co/i. Biochem. Biophys. Res. Commun. 16:368-74. 

· Solis, S. 1997. Obtención y caracterización de hlbrldos por fusión de protoplastos entre 

cepas de Aspergil/us productoras ,de pectlnasas. Tesis de doctorado en Investigación 

Biomédica Básica, UNAM. !; :. ~ C .,.:, _ . 

. , .· - '· .::~·.-'/.·,:.,;~i':'·'.-)'.i\,~;::.J(·?:;'·<X( ... ·-. .. ___ .,. 
Stutzenberger F .. 1972 •. Cellulolytic'':actlvlty\'of,'.jhermomonospora curva ta: Optimal 
- .. _ ~- · > ·-. ->,.:.<-.· '-''.?--.'~- ~- :·;._!-:,:::; :::.;;;~;-1.:::·:f.{;~::.1i.~f.{;;::f,\:: Af :):i;;~_:J.pi·.,~<·'·:'\·~ ;: \- ·. ,:· :·... ,--.<:. :· ... ~ 

conditlons; partial purlflcatlon ané:t prodúcts (Jf the'celluláse. Appl.' Microbio!. 24:83-90 • 
.. ¿, .. ;)' .·,::.<:-_ ·/···"" ;: .. ,. ~-~L~~~,; «'.· 

.·subramanly~n\s.···~·fr~~;~~,;1_~~:i2~'.~\§~ftm:?.~,Y,1 ~r'¡fol~~o€1a1.xy1anases: Enzimology, 
Molecular Blology,and Appllcatlcin:fCrit:"Rev:Blotechn61:'22: 33~64. 

·;f tf.~1~J}i~~~~,~~f ~;~~~~~l~if~,~;·,~:re~=~:o •:.: 
· • ·; endogénous protease lnhlbltor;\J/Bacter'iol;·~177'.;6638;:43;:~; ' . 

·,S'', J¡g\J: ~;~i~~ji,ri·&i~~f if R~10~:;~1~f ~~i!,~~"ºº of oera·''"'º'""º 
,· bet~~xyl~sldasB:·aryd' ~ ;3~~eta7glué:anas,~·.1r1;twO)separate.• enzyme complexes isolated 

.· · ·. ;." ú~;;;·· i-rich~cte~'rii'a'ti~tii~~~f;;· E'58::~·¡~¡;í,·~.~Wc~{(~jg(K 6st822~32. 

~? {~~i~~i~~f ~i«~J,~~'~'~~!(l~?!l~i:~:~~:::~~:·:~::~~,:: 
.•.fu ngus·. Pkorny9~:;¡;p: ¡;trf!in •. E.~:;~rc~ .: tv1i!2r~b,J()Ly'.1.?9i, 26~~271" · 

. Trop M·~ ~;rk::;' 1·~~8:¿-f'~·i;try~~n:H~e;:nz~~e;;~o: ~tre~to~yces griseus (pronase). J. 
- . . ,:.:.·:, .. :':/_ •', .. ':." "·-;·:.''. ·, :·. -:., ... , ... ·-·. - . ,· :· .··, .'·. .· ·. " ,• 

· Biochem. 109:475~6. · 

.¡.¡ 



Tsujibo H, Miyamoto K, Kuda .r~:_rViiria;1 Kicsákarnoto T, Ha~egawa .T & lnamori v: 
1992. Purification, properties•.an? ;partial'.'afT11~ó ,a cid ';;s~quences··.ar,. thermostable 

;~1::~~~;~ rram • s1rep1ord~~~,:l~~~,~~~~1,;~Qqr1:~;~:t~%r:8:;!~j~'.:,'.·~R~1:~r·~~~1drab101. 
:'' '. 

'

,,·,· .. ·.·.· ·.~ .. :.·.~.·.:.· .• ~:.-.·· ••. •.·.·.·.~;.: .• _~.·.;·i··.~.·.'···.· .•. ··.· ..• •·•···.•.• ... ::·~.·.~:.~ .• ;_;,~:.:;,··.:.'.~ •. ·.~.·.·.'.·-.··:~.·:··.·.· .•. ~.·.: .•• ·.,·.-·.·,:·.'.:·· .. · •.• ,, .• _· ... ·.·; ~;.:-:::·:.C.{{¡-,:.\·-~,;~:.:(::·«.;~;.,;~;- .:.-:;:·y;' .. 
- ._-·:_ - ---~ º .: • -_; --.<~~-· -?-~ -·--:_; _:\,~ :;~h~.~~:~·;)?;h .. ~;:"3:<?,H.~:,--~~~~<--~~,;- -<:;¡;::/:~ · ::· .. --. ... ·: , . _ 

UJile M, Rey e & Yaguchl),.f•(:1991;::Low:· él 'ht'xyláñáse!troni:Triclióderma 
·:; ·_:.:. .. ' :-~ ;.,.,: :»;_~::1 \:.~'~;Fr_r~~~·:.~J::.ú~-/~~r,~;:;~;i··,i.'-:!-'"i:"; .';' ;.''v,111, • .,, ;(.¡:-;,, ; .. , r&~..:;.;.c:. e-¡ ,c.. -,· 'r ·.'.-e, , "·- · ·. - · ·:. 

viride. Appl .• En~l;~~fticrobiol:•s7:1860.-2 t~~ij~~dk:~;[~;,'~ry:' .. 
Utt E, Hedl e, Keshav. ,' ngram l';',1991:Sequenclng and éxpreissloii'.ofthe'Bútyrivibrio 
· ; -... : : :. ·. . :'.'.,~::'. .. ~;:~~~-!::_;::~~~.:.;'.:\fi;~~~-~~~;Wlí-~i,)!·.'~:~~«Y, ·~;',''.f;¡:~:,;: .. :~t\';i-':.::.JJ:.>~~:~ ,:::_g,r~';_,'\'o{,:;~1~::,:~rt\«11.~,';_i{;)N'i¡:·f<i,"'.":~~~01{'._:f/_ ~·~ ~~f :<.;'1;:.:··-~c • ._.. :'<·. . • -. 

fibrisolvens·;xyl,B gene~encodlng.a nolJel:blfünctlonal proteln wlth beta~D-xylosldase and 
'. ·: ~:. · ., ':_··>>~·:~.t,t:{\, .,,;r-~",·?;.~):.~·<i~'?~)~';\:t•.-.,~~f}f:'.'·:~:.~:~'.;'··~#;~~,_,,· !~"'-~~~-P.!-~~:~·,r..(g·S,\:\~j;::.~!{~:~'t{·'t~J;·-;r\~'..:~}.·i:r.~-.,·:·i-'- ·-~º··~-~-~-;, ::-_:··~-, ' .: · ' · · · 

•. alpha~Lcarablnofuranosidase' actlvltles/Appl.'. Enviran:• Mlcroblol;: 57: '.:1227 ~34.':.';'. · 

t~'ri}~''J. · 1~~·!?~tt~{;%:· ., · · · ·ti::.:/;";; .~:::.·' 
Van 8u'ren J: 1991:, . unct on· o ;pe6Íi·~:;1ri?i:íi~nt;Ussue;structure, . '(fi~m'~~~~-; In: The 

. __ ~ ·: .- _ · ·.! :_· - ,:: , : ,'· :_ - ;-~:':._.;, ·i:~:Jt~-,;·~ y,~;·.i,-:,:~~~:~:';if~r;:.;-.;~~1.: :·:·,:~{~';--:.-: ;,~;~:·:!i~'.'.~"':.-<;'?~~-:_.y~}['-"'.~/.\'~i(.f'1,{}fü.'.~--~(~'.f~\ ~ ·,;\c~'.;'J.:<1.f~~~~·;"\{h;_!'"\.''.o\2 ~',_:· -·~ ··:',' '' •. ·,_ 

Chemistry and Technology of Pect1n:'Reglnal ,llV;, Editor ;' P ::1~36,"Academlc Press. 

·. .· ... ··•· .. _ •. -. ~,·,3.:~:;;·~rJ(~i~F~;:;}:~~1¡~:~~i;.;;j~~~·:~ . . .. ·31~;f:@~,;'.:~" .. · .. 
Voragen A. 1989. f'"ood;Enzymes: _Prospi:ic~s.;ari.: rn tal_ .... ,_ n;E, ,oo :Sclen.ce;• Ba.slc 

· :· , _- ,:-. "·· .: ·. ·. :'( . .:-~:i-. -.-: :.::;-=-;:.:-~"·",:~:-- :s:~·~t,~t~";~~--~,:r:::::!1~0--.~1~~:.f'::¿·).:~_,.,. ·~Av:~->,2%·.'!.:.¡q,:,,~~:::2-~;;\~ ~-' ~\~·;-¡-;·::~,_.,-:::1::.~.~::~~;:t;. ,.;;v ;. i _,_~:::. :. -: _-.· , 
Research far :Techno.loglca.1,1 progress70~ro,c~edings:f.'Of{the~Symposi,um:1.1.n> honor :·ar , . . '. ._·.: -)> '., (-~e:~¡ ,!.,:::·:i,d•.\ :" '.?JJ,,,~.;'.~;~,N:,.:,~:~-l~?'.~'?;;';:·:;::¡·\·f ."·¡~~:" "-:--:.- .,'."'_;,é_,y:,: >_/- ;;.\_;_'_·~· 'j·:O:·~-'( ;0i.·· -~~-~<:;;'}>T\{<'i::?",', ~ \~~,!,~tc1 '". \~· ., :·:-- '~ 

Proffesor Pilnik. ·.'J.';• .. Rosszenr · 'º-' R6nib6úts/S:•"·&•\Vorageri ~·A:;·', (Eds:)>• pp'.\ 59-81, 
Wageningen; Holand~. ;:¡fü:';~l':'' F:'(" '.')j?' fr:· :·."·;······ · · ú.i; ;:1i,::: ;~ .'';t,:¡:I:'.'' ··••· · 

"--~"~ "7.._" }·.:el-~;: ;:~'·:·.: -~'~<·- __ ;;~Y-~~'~<·~::.({Q_,~;}~~\( <;.',,. 

,_ ;:_; .. · ·:- ·:··.t:.-~~/i:;:·:-~~~~ii:~~~'.f¿1:y~~t-·-· -- _ ... >)f)~·; ';· ··.:- __ : _ ;·, _ -:·-_. ":-:=.:::~t:-:~ .. t;:~·~~i(~.~/\~: ..... r> ,_ :· ' .. -· 
Waldron e & Evelelgh 0;·~1986.,Saccharlflcatlon of celluloslcs by'Micróbisj:Jora,bispora; 

_.,·,;:::;_·:~ "::0:o··~-:.: .. ·~;,':i'< ·/'\¡::,':",";·'-:-~i!:•,J :'-~~~·-;t-:•'\>.-~'. ':'.» _, -.11'.! :~-~-: --:.( ;.:.: 

AppL Microblol: Bloteéhn61i21.:487,~92;': · ·"'' :~·;'. .· 

Wllll• m• AG & $~,~f~~~;~~1!;:~:1d8 "'"'º'"• eozyme• pre••"' lo th;;~•pore 
. and. ~égetat1Je ·9~~111' if~t~~,'ci[íh~ r~men fungl Neocallimaslix patriciarwn, ;;ro~onas 
::b7~:t~f:Q;;r~:~fJ~~r!(~~?:~1:01ate, grown on a range of carbohydr~t~;. can. J. 

~" -;:~·/. '.·L.~~'.-·:.;·, 
'.: -: ·:;·:·~i 

.Whithread. :f; '719~~:',iiRú?ie~tlde ·.sequences of xylan-lnducible xylanase and 

· xylosidasetai'atilnosidase ;9e'~'es' from Bacteroides ova tus V97.5. Biochem. Biophys. 
Acta. 1244; 239"41 . , ' 

45 



Wong K, Tan L & Saddler J. 1998, Multlplicity of 11-1,4-xylanase in microorganisms: 

functions and applications. Mlcroblol. Rev. 52: 305-17. 
' .. 

Xue G,. Gobius. K &:qrpln d::~1~92! Ano~~I polysaccharlde hydrolase cDNA (ce/ O) from 

N~~callim~~tix ~aia~¡~;ü~·~nb'~di~~-;thr~e,múlti-functlonal catalylic domains with high 

- endogl¿c~ria;k';'c~-116b'ibh~~~6i~i~-~~d-~ylanase' actlvlties. J. Gen. Microbio!. 138, 2397-

. ••·.·•· ~~,3·\ .J';i¿;.¡~\?~~~~rirf i[ .... ·. 
' · Yeo111an ·. K-&''<¡:dwards r C:',1997:~Puriflcatlon and Characterlzation of the protease 

'( e'.nz~m;e~.~f: sÍr,eP,Jriní~~;~-tth~f~~-~4/g;ris grown In rapemeal-derived media. J. Appl. 
:·Microbio!. 82:149-56. ·,:::, ...... , , •. :- .,,. · ·'·":· · 

._.-, .;.'-·- , .. ~'.;/::·;.:/::::·: ~ .. , ..... :·;, .. :':.~~· ~ 
. '·~,· . '-;- ., ... · ~,;:· 

Zhao Y, ciíany e, síms P, & Slnnott M; 1997; Definltlon of the substrate speclficity of the 

'sens1n9• xy1~~ase · ót stréptomyces .·. ~yaneus us1ng xy1oou9osaccharide and 

celloÓllgosa~ch~rlde glycoslde~ ~f3,4cdi~ltrophenol. J Blotechnol. 16:181-90. 

-16 


	Portada
	Índice General
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Antecedentes
	IV. Hipótesis   V. Objetivo General   VI. Objetivos Particulares
	VII. Materiales y Métodos
	VIII. Resultados y Discusión
	IX. Conclusiones
	X. Bibliografía



