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RESUMEN

Streptomyces sp. CH-M-1035 produce un complejo xilanolitico que
presenta en geles desnaturalizantes cuairo bandas de 35, 45, 85y 110 kDa y en
condiciones no desnaturalizantes, seis bandas de 85, 110, 125, 145, 160 y 185
kDa.

En geles revelados para tefir proteinas se ohserva la aparicion de
profeinas de alto peso molecular en geles no desnaturalizantes, mientras que en
geles en condiciones desnaturalizantes aparecen otras bandas de menor peso
molecular, desapareciendo las primeras.

Las proteinas se eluyeron bajo condiciones no desnaturalizantes,
determinéndoseles temperatura optima, pH, Km v Vmax La temperatura optima
enconirada estuvo en un rango de 50 a 60 °C, el pH optimec en 4.5 a 5.0, 1a Km en
valores que van de 0.57 a 3.04 mg/ml vy Ia Vimax en valores entre 0.31 y 1.34
pmol/mifmin.

Habiendo caracterizado este complejo, es posible explotar mejor su

aplicacion en el preblanqueado de pulpa para la fabricacion de papet v en la

clarificacion de jugos y vinos, entre otras.
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INTRODUCCION

En afios recientes el estudio de microorganismos que degradan diferentes
tipos de polisacéridos ha despertado un gran interés a nivel bioguimico, genético
y principaimente biotecnolégico. Esto se debe a que los mecanismos enzimaticos
son muy eficientes para degradar polimeros de origen vegetal, ya que en muchos
casos son residuos de desechos que generan contaminacién ambiental.

Las hemicelulosas son polimeros que tienen un peso molecular menor at
de la celulosa (aprox. 20 kDa), formados por xilosa, manosa, galactosa vy
arabinosa {entre otros), que conforman el 33% de la biomasa vegetal. Debido ala
diversidad y a la complejidad de los xilanos, son necesarios varios tipos de
enzimas hidroliticas -especialmente las endoxilanasas y otras enzimas
accesorias- que trabajan en conjunto para la degradacion de! polisacarido.

Las enzimas mas importantes para la degradacion del xilano son las
endoxilanasas, las cuales tienen aplicaciones en la industria papelera —donde
sustituyen de manera parcial el procesc quimico, debido a que éste es muy
contaminante- en fa industria de ia panificacion, en la industria textil y en Ia
industria vitivinicola y de los jugos. Estas enzimas hidrolizan a! azar los enlaces B-
{1,4) de! xilano, generando xilociigosacaridos de hasta seis unidades de xilosa,

que posteriormente, son hidrolizados hasta xilosa por otra enzima: 1a B-xilosidasa.



ANTECEDENTES

COMPOSICION DEL XILANO

Es bien sabido que la biomasa vegetal es uno de los mas importantes
reservorios de energia y fuente renovable en la Tiemrra, por lo tanto, su utilizacion
directa en procesos bioldgicos puede ser efectiva, como una importante clave
para la produccién de enzimas o biomasa que en el futuro, pudiera ayudar a
superar la falta de alimentos®. Los principales componentes de la biomasa
vegetal son polimeros consistentes de glucosa y otros azlicares relacionados, los
" cuales pueden ser la principal fuente de carbono y energia de fermentaciones
microbiolégicas cuando &stos son convertidos en monosacaridos®.

Las paredes celulares de las plantas tienen en su mayorfa tres polimeros
importantes; 1a celulpsa (fibras insolubles de B-1,4-glucanc), hemicelulosa
{polisacaridos no-celuldsicos, inciuyendo glucanos, mannanos y xilanos) y lignina
{complejo con esfructura fendlica). Por esta razdn, se les llama también
tignocelulosa'™ La fignocelulosa es una estructura de fibras de celulosa
embebidas en una matriz de polisacaridos y lignina; el xitant juega un papel
importante en la integridad de la estructura de la pared celular por las
asociaciones de las uniones covalentes y no-covalentes de la lignocelulosa-

celulosa-xilano.
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de un sistema de enzimas con funciones especializadas es una estrategia de los
microorganismos para llevar a cabo una mejor hidrdlisis del xilano. Asi,
encontramos que una multiplicidad de enzimas xilanoliticas con diferentes
caracteristicas ha sido reportada en numerosos microorganismos, incluyendo
termofilicos y alcalofilicos (Tabla 1). También se ha reportado la purificacion de
xilanasas de Streptomyces sp. cepa 3137, Streptomyces exfoliatus MC,,
Streptomyces lividans 66 (Tabla 2), Clostridium stercorarium (Tabla 3),
Trichoderma harzianum €58 y Trichoderma reesei QM8414 (Tabla 4); ademés se
han encontrado cinco Xilanasas en ﬁitrados; del cultivo de Aspergiflus niger 11
(Tabla 5) vy dos xilanasas de Baciflus sp. C-59-2 (Tabla 6).

l.a multiplicidad de las endoxilanasas puede deberse a modificaciones
postraduccionales de una profeina proveniente de un solo gen, o bien, al
resulitado de productos de diferentes genes; asi encontramos que los
microorganismos pertenecientes al género Strepfomyces, también presentan
multiplicidad de endoxilanasas, como es el caso de Streptomyces lividans 1328,
que produce las xilanasas A, B y C provenienies de diferentes genes. En hongos,
algunas de las isoenzimas xilanofiticas son productos de diferentes alelos de un
mismo gen (Tabla 7).

La especificidad cruzada a sustrato y las modificaciones postraduccionales
de estas enzimas son consideradas fambién como factores gue pueden infltir en
la muitiplicidad de enzimas con actividad xitanolitica®™. Las endo p-1,4-xilanasas
pueden ser clasificadas como especificas o como enzimas que presentan una

especificidad cruzada, dependiendo en todo caso, si la accion es restringida a



Tabla 5.-Xilanasas de Aspergilius sp. hasta la fecha®

Especies Cepa Enzima PM (107 ol pH Temp. Refer.
s . Optimo  Opt.CO)

Aspergilius MG40 30 55 60 45

sidowt

Aspergilius sp. Amano [21.9] 6.7 5.0 60 56

Aspergillus niger l 4550 4550 56

1 5560 4550 56

I 55 56

N 5.05 56

n 3.5 £6

14 33.0, (24.01 {24.7% 4.2 4.0 50 56

1" nA [31.01 40 50 56

BMC 131.01 40 50 56

D [31.0] 665 50 5§

1A 150.0] 5560 6580 56

B 150.01 4.0-45 6580 56

Rhozyme 7l [14.0] (13.5) 90 55 45 56

7t [12.0) (13.5) 86 60 45 56

ABII [20.8] 67 4555 5060 56

8138 111.0] (16.5) 45 49 45 56

8 23.0 38 50 40 56

15 [13-18]{14-16) 40 4.04.5 56

El peso molecular fue estimado por: SDS-PAGE, filtracidn en gel (entre paréntesis
cuadrados); ultracentrifugacién (entre laves); cromatografia de liquidos de alta
resolucidn (entre paréntesis); cuando se emplean paréntesis cuadrados dobles es

porque el método no se especifics.
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aisladas de alrededor de 30 bacterias diferentes, algunas expresadas en E.colf
(Tabla 8). Existen microorganismos de los cuates se han aislado varios genes

para distintas xilanasas.

Tabla 8.- Ejemplos de enzimas microbianas clonadas que degradan Xilano®,

Fuente Actividad de la enzima (nimero de genes) y
e designacién
Aeromionias sp. Xitanasa (1)
Aspergillus niger var. Awarmori Xilanasa (1)
Aspergilius tubigonsis Xitanasa (1)
Baciflus sp. C-125 Xilanasa (1)
Bacillus circulans Xilanasa (2)
Bacillus polymyxa Xilanasa (1}, xilanasa (1)
Bacitius pumilus Xilanasa(1}, xilosidasa (1)
BacHlus subtilis Xilanasa (1), xitanasa(1)
Bacteriodes ovatus Xilanasa (1), xilosidasa/arabinofuranosidasa (1)
Bacteroides ruminicola Xilanasa (1)
Budyrivibrio fibrisolvens Xilosidasa/arabinofuranosidasa (1) xy/ B, xilanasa (1) xyn
A, xilanasa (1) xyn B
Caldocellum saccherolyticum Xilanasa (1) xyn A, xilosidasa {1) xyn B, acetilxilan
eslerasa (1) xyn C
Cellulomonas sp. Xilanasa {1)
Cellulomonas hiazotea Xilanasa, xilosidasa, arabinofurancsidasa
Celfulornonas fimi Xitanasa (4) xynt A,B.C.D
Cellvibrio mixtus Xitanasas
Clostridium sp. Fl Xilanasa {2)
Clostridium acetobutylficum Xitanasa (1}
Clostridiumn stergorarium Xitanasa (1) xynA, xilosidasa {2)
bxiA,bxiB,arabinofuranosidasa (2) arfA, arfB
Clostrictium thermocefium Xilanasa (2) xynZ, xilanasa (3), xilanasas
Cryptococcus albidus Xitanasa (1)
Fibrobacter succinogenes Xiansa (1), xilanasa (1)
Neocallimastix patriciarum Xilanasa {1) xynA

Pseudomonas fluoreseens subsp. Celilosa Xilanasa (2) xynA, xynB, arabinofurancsidasa (1)

xynC acetil esterasa (1) xynD

Ruminococcus albus Xitanasa (1)
Rumiinococecus flavefaciens Xilanasa (4), xilosidasa (1)
Streptomyces sp. Xilanasa (1)
Streplomyces cyaneus Xilanasa (1)
Streptomyces flavbgriseus Xilanasa (2)
Streptomyces fividans Xilanasa (1) xinA, xitanasa (1) xinB, xilanasa (1)
xinC
Thermoanaerobacter sp. Xitanasa (1), xilosidasa (1)
Thenmoascus auranticus Xilanasa (1)

Thermomonospora fusca

Xilanasa (1)
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Las caracteristicas mas distintivas de 1as secuencias de dominios de unidn
a celulosa bacteriales son: (1) bajos contenidos de aminoacidos cargados; (2)
altos contenidos de hidroxiaminoacidos; (3) residucs conservados de triptéfano,
asparagina y glicina®.

Los dominios de unién a celulosa de Cex y Cen-A de Cellulomonas fimi
unen las enzimas a celuiosa, fo mismo que las secuencias similares en
endogiucanasas, xilanasas XynA y XynB y la arabinofuranosidasa de
Pseudomonas flourescens subsp. celiulosa®.

La celulosa es usualmente asociada con la hemicelulosa, especiaimente
con el xilano encontrado en la naturaleza. Esto no es impedimento para algunas
enzimas que hidrolizan celulosa y xilano a la vez, ni tampoco para algunas
xilanasas unidas a celulosa. Cex de Cellulomonas fimi hidroliza tanto xiiano como
celulosa y su secuencia de aminoacidos del dominio catalitico es similar a

secuencias de xilanasas diversas.

DOMINIO CATALITICO

E1 dominio catalitico esta constituido por secuencias de aminoacidos que
permiten realizar Ia funcion especifica de las enzimas. Asi como para los dominios
de unién a celulosa, los dominios cataliticos han sido caracterizados ¢ definidos
en muchas celulasas por protedlisis parcial.

Mas de 60 genes de celulasa y xilanasa han sido identificados; de estas

secuencias de nucledtidos se dedujercn las secuencias de aminoacidos, A su vez,
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conocidas como protubozimas. Mediante adhesidén celular a celulosa los
celulosomas forman un contacto entre la célula y el sustrato.

Los celulosomas son liberados de la matriz extracelular con continua
actividad celulolitica y su estructura estd compuesta de multisubunidades (la
mayoria de estas son enzimas, por ejemplo, celulasas y xilanasas)®®. La
estructura de! celulosoma es flexible y estable®™.

Estudiando al celulosoma, se encontrd que contiene una subunidad
funcional no catalitica, esto sugirid que fa funcidn de esta subunidad es la de unir
al compiejo con la celulosa, anclanda el celulosoma en la superficie de la célula y
gque esta subunidad es responsable de la organizacion de los componentes
enzimaticos en dicho complejo; esta subunidad es Hamada andamiagje o
*scaffolding’ y es el centro de la estructura del celulosoma™.

Algunas celulasas bacteriales contienen de manera relativa pequenos
dominios que estan inicialmente descritos en Clostridium thermocefium®, estos
dominios muestran una funcién de anclaje que comprende un segmento (por
duplicado) de 22 residuos, separados por un pequefic segmento distintode 9a 15
aminoécidos. Este tipo de dominio, llamado sitio de anclaje o “dockerin’,
interviene en el enlace de las subunidades cafaliticas del celulosoma en
Clostridium thermocellum®.

Los andamiajes de Clostridium thermocellum y Clostiidium ceflulovorans
contienen esiabones que separan dominios de cohesinas. Los eslabones de
Clostridium thermocelium son ricos en prolina y residuos de trecnina y estén

glicosilados en estos Ultimos con oligosacaridos”.



OBJETIVOS

» Separar y purificar las enzimas que constituyen el complejo xilanclitico.
» Determinar temperatura optima, pH 6ptimo, Km, Vmax y patron electrofarético de

las enzimas observadas en geles de actividad no desnaturalizantes.
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MATERIAL Y METODOS

METODOS PREPARATIVOS
Microorganismo y condiciones de cultivo

La cepa de Streptomyces sp. CH-M-1035 se aislo en el Laboraterio del Dr.
Carlos Huitrén, de una muestra de suelo de los campos de cafia de azlcar del
estado de Morglos, México™.

La propagacion y esporulacion se realizé en un medio minimo (MM) que
contiene en % (p/iv): (NH)2504 0.14%, KH2P04 0.2%, xilano de avena 1%, Agar
bacteriolégico 1.5% {(pH 6.5).

Produccién de la enzima

200 mbL de MM contenidos en un matraz Erlenmeyer de 1000 mL se
inocularon con 20 mL de micelio precrecido durante 24 hrs. en medio YEMEG™#.
Los matraces se incubaron a 37°C con una velocidad de agitacion de 200 rev/min.
Recuperacion de la enzima

La enzima cruda se recuperd en el sobrenadante de la centrifugacion a
10,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, del cuitivo bacteriano.

Las proteinas, incluyendo las xilanasas, se precipitaron con (NH4)2504 al
90% de saturacion, manteniendo ia temperatura a 4 °C durante todo el proceso.

E! precipitado se recuperd por centrifugacion a 15,000 rom por 30 minutos
y se decantd el sobrenadante. Este precipitado se resuspendié en buffer de
fosfatos 0.1M pH 5.5 y se dializé en membrana de corte de 3500 daltones contra

buffer de fosfatos 0.1M pH 5.5 con 4 cambios de solucion cada hora,
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RESUL.TADOS Y DISCUSION

Streptomyces sp. CH-M-1035 crecido en xilanos comerciales o desechos
agroindustriales produce xilanasas, ademds de otras enzimas. La produccin esta
asociada al crecimiento y fiene un maximo a las 48 horas de incubacién, para
declinar posteriormente’. Debido a que las xilanasas producidas por este
microorganisme estéan libres de calulasas poseen un valor especial y por ello se

decidid analizar a las proteinas con actividad xilanolitica mas a fondo.

SEPARACION ELECTROFORETICA Y ZIMOGRAMA DE LAS XILANASAS.

El primer objetivo de este trabajo fue establecer si Streptomyces sp. CH-M-
1035 producia una o varias xilanasas, debido a que existian reportes en ambos
sentidos. Asi encontramos que S. lividans produce 3 xilanasas distintas**. por
esta razon, se decidid separar a las proteinas contenidas en el filtrado de este
microorganismo crecido en bagacillo de cafia, por electroforesis en poliacrilamida
en condiciones no desnaturalizantes (ND-PAGE) y desnaturalizantes (SDS-
PAGE). Para el Zimograma, los geles contenian xilano de avena al 0.1% para
observar las bandas de clarificacion del xifano.

En los geles nativos el corrimiento no sélo depende de! peso molecular
sino también de ia carga, debido a esto los pesos son aparentes; en la figura 1 se

muestran los resultados del zimograma en geles nativos y geles con SDS vy se



En la figura 4 (Panetes A y B) se muestran los resultados de la segunda
electroforesis de cada una de tas muestras obtenidas después de eluireiget ND v
se puede observar que en los primeros 6 carriles se obtuvieron las bandas por
separado en otro gel ND y en of gel con SDS se puede abservar que las bandas
A.B.Cy D generaron a las bandas de 35 v 45. Por otro lado. 1a banda E présentd

jas bandas de 110 y de 35 y la F generd una banda de actividad de 85 y otra de
35 kDa.

v 2 3 04 5 6 7 8 910 V2

1]
N
w
-~
-~
o
h=d
=

Figura 4.- Muestras obtenidas después de eluir en gel NO-PAGE {Panef A} v
en gel SDS-PAGE {Panel B).
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TABLA 4A. Actividad volumétrica del filtrado original a diferentes
concentraciones de xilano de madera de abedul

‘ concentracion (mg/mt)
0.666 1.0 1.333 2.0

Filtrado
original 12.61 16.0 20,98 27.85

TABLA 5. Valores obtenidos de los parametros Km y Vimix,
Enzima Km Ve Desviacion Coeficiente de  Coeficiente de

{(mg/mi) (umoliml/imin) estdndar  determinacion  correlacion muit
A 3.474 3.407 0.0059 09775 0.9887
B 0.831 1.423 0.0046 0.9117 0.9548
C 3.098  2.2689 0.0036 0.9701 0.9849
D 0.591 0.807 0.0008 0.9389 0.9689
E 0.566 0.741 0.0005 0.9504 0.9749
F 6.407 2.343 0.0033 0.9531 0.9763
Filtrado
original 3.859 81.322 0.0485 0.9926 0.9963
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. CONCLUSIONES

. El patrén electroforéltico que presenta Streptomyces sp. CHM-1035 en
condiciones ND-PAGE y SDS-PAGE es comparable con la de otros
microcrganismos que presentan complejos enzimaticos de alto peso molecular
como Trichoderma reesei, Clostridium thermocellum, Thermoanaerobacterium
sp. cepa JW/SL-YS485.

. La actividad especifica de las enzimas que conforman el complejo xilanolitico
es comparable con ja de ofras xilanasas obtenidas por diferentes
Streptomyces.

. El complejo xilanolitico que produce Streptomyces sp. CH-M-1035 esta
constituido por la combinacion de cuatro enzimas de menas pesc molecular
aparente: D, E, F y IV, de manera similar al complejc formado por
Thermoanaerobacterium sp. cepa JW/SL-YS485.

. Las afinidades por el xilano de abedul presentadas por las enzimas de
Streptomyces sp. CH-M-1035 son parecidas a las reportadas en otros

microorganismos xilanoliticos.
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