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.- RESUMEN.

Streptomyces mexicanus sp. nov. €s una especie aislada del suelo de una zona
caiiera del estado de Morelos, que produce un complejo xilanolitico cuando crece en un
medio salino minimo conteniendo bagacillo de cafia como Unica fuente de carbono, el
cual es un desecho agroindustrial de composicién compleja. Con objeto de estudiar que
otras enzimas hidroliticas son producidas por Streptomyces mexicanus sp.nov. cuando
se crece en bagacillo de cafia, se llevd a cabo la deteccion de pectinasas,
carboximetilcelulasas (CMCasas), xilanasas y proteasas extracelulares a través de
zimogramas en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes y desnaturalizantes. Para
lograr una buena deteccién de todas las isoenzimas correspondientes a las actividades
mencionadas en los zimogramas, se optimizaron las condiciones de pH, temperatura y
tiempo de incubacion 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 6ptima para los zimogramas de 42°C, 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 cafia 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 SDS se observaron 4 bandas de actividad
de xilanasas, 4 de pectinasas, 4 de CMCasas y 2 de proteasas. Los pesos moleculares
de estas proteinas 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 o0 que una misma
proteina podria presentar mas de una actividad.

Estos resultados indican que Streptomyces mexicanus sp.nov. crecido en
bagacillo de cafia sintetiza varias isoenzimas de pectinasas, CMCasas y proteasas,
ademas 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 hidroliticas extracelulares y ademas
varias isoenzimas de cada una de ellas, podria deberse a que este microorganismo se
ha seleccionado naturalmente en lugares donde se cultiva, procesa y se ha acumulado
el bagacillo de cafia de azicar por muchas décadas y por lo tanto se ha adaptado a
utilizarlo eficientemente como fuente de carbono, lo que le podria significar una ventaja
ecoldgica sobre los otros microorganismos presentes en el suelo.




I1.- INTRODUCCION.

Las enzcmas son calallzadores biolégucos que Ilevan a: cabo Ia ‘multitud . de
reacc:ones quimlcas que ocurren en los orgamsmos Ellas Intervnenen en procesos

}celulares como ‘son la converslén de energla dlgestlén de: allmentos y ‘en Ia bloslntesls'




}(John,e{ al.; 1979) y TI'I
1987), a Penlctlllum

1978) a
. marlllma

‘ 'sﬂihyte:ti‘ia’ 6 [S-xlloéldasas
(Schwarz et al..- 1990) Lo

" Por otro Iado muchos mlcroorganismos sintetlzan protelnas que presentan mas

de una actlvldad hidrolltica es decir son multifunclonales Este fendmeno podria
deberse a la Inespeclﬂc[dad de la. enznma o blen por que dentro de su secuencia
presenta varios dominios cataliticos que’ -son; capaces de unirse tanto a un sustrato

: 5 como a otro En este sentido podemos menclonar a Bacteroides ovatus (Whitehead et
_' ‘a al 1995) y Butynwbr/o fibrisolvens (Utt et al., 1991) que sintetizan a una proteina con
E : ‘actlvl‘ ades de B-xilosidasa y arabinofuranosidasa; a Caldocellum saccharolyticum (Luthi
‘a 990) y Tr/choderma viride (Ujiie et. al 1991) que presentan enzimas con

‘a‘t»:‘tl'vyldadés‘ de p‘fxilo'sldasa y arabinosidasa (Sakka et al., 1993).
Para’ establecer sl un organismo produce Isoenzimas para una actividad
enzlmétlca determlnada se ha utilizado la técnica de electroforesis en poliacrilamida y la

' “"deteccic')»n‘,q

actlvldad por zimograma. De esta manera fue posible determinar que

meXIcanus sp.nov. produce varias xilanasas cuando se crece en xilanos
'tﬂvcomerclales (Pelrosyan et al., 2002). Con este antecedente y debido a que el bagacillo
de caﬁa es un’ ollmero heterogéneo, se considerd interesante estudiar si Streptomyces

“mexlcanus oV. crecldo en este sustrato producia pectinasas, carboximetilcelulasas

LY, proteas s ad més de las xilanasas, a través de zimogramas y asl poder establecer si

: .,f" existlan'también isoenzlmas para estas actividades.




.- ANTECEDENTES

Pectinasas

Las sustancias pécticas son un grupo de po|isacéndos que junto con la celulosa

y la hemicelulosa son los compuestos maksﬂ abu dante ducldos por las planlas

Estas se encuentran en la lamela media dbe_l
involucradas en la adhesion celular y éontribuyév
vegetales. Estan constituidas - por una ca
galacturénico unidas por enlaces o, 1-4
parcial o totalmente esterificados con

unidades de acido galacturdnico Ai';i‘!éto')’(ilado »‘no"metoxilado, las cuales son mas

pécticas y se encuentra e unida a las moléculas de galacturonato por
enlaces o,1-2 (Solls 199 3

relacionadas como . el éc cturémco Las podemos encontrar en frutas y
hongos y Ievaduras que son capaces de degradar

"('Ta‘bla 1). Las pectinesterasas (PE)
;pr'eséhtes en el carboxilo del &c.

o polimé(]lQé!aétUr’éniCo,'danddcomo roducto final al acido poligalacturénico y metanal,




formas: por hidrélisis

lncorporando

del galacturonato en la pectina (polimetllgalacturonalo Ilasas)
poligalacturonico (poligalacturonato liasas). Estas enzimas se claslflcaﬁ como “exo” y
“endo” de acuerdo a su sitio de acclén, segun acthan sobre e| extremo no reduclor de la
molécula 6 cuando actuan aleatorlamen(e dentro de - la: molécula pollménca Otras
enzimas que partlcupan en |a degradacnén de”. sus nclas péctlcas son las

ohgogalacluronasas Ly |as oligogalacturonato l|35355 q actuan sobre dimeros y

oligbmeros. - Todas“ ’un complejo sistema
multienzimatico.- )
| las’ sustancias pécticas
favoremendo la® acclén I reportaron en 1990, la
identificacion - de un ' “‘activa sobre el acido

poligalacturénico pero:e e nes’ Vr:é}:mlyfyicadas dando lugar a

el-extremo no reductor. Estas
n los organismos. Los hongos

/5.0, Latemp atura op ‘awprara‘ la actividad de las pectinasas se ha reportado que se




encue‘n‘lra‘entré los 40 y 50°C. En la figura 1 se muestran algunas de las enzimas que

participan en la degradacién de la pectina.

Tabla 1. Enzimas que participan en la degradacion de las sustancias pécticas
(Kilara et al., 1990; Kelly et al., 1983).

ENZIMAS

MECANISMO DE ACCION

« Despolimerizantes

1.- Actuan sobre la pectina

a) Polimetilgalacturonasas (PMG)

i} Endo-PMG Hidrolisis
ii) Exo-PMG Hidrolisis
b) Polimetilgalacturonato-liasas (PMGL.)
i) Endo-PMGL Transeliminacion
iiy Exo-PMGL Transeliminacion

2.- Actiran sobre acido péctico

a) Poligalacturonasas (PG)

i} Endo-PG Hidrolisis
i} Exo-PG 1 Hidrolisis
iii) Exo-PG 2 Hidrolisis
b) Poligalacturonato-liasas (PGL)
i) Endo-PGL Transeliminacion
i) Exo-PGL Transeliminacion

3.- Actuan sobre oligo-D-galactosiduronatos

i) Oligogalacturonasas (OG})

Hidrdlisis

i) Oligogalacturonato-liasas (OGL})

Transeliminacion

s« Pectinesterasas

a) Pectinmetilesterasas o pectinesterasas (PE)

Hidrdlisis

Las pectinasas son producldas p r J

bacterias, levaduras, hongos y planta (

ie d de orgamsmos como las

Rombouts‘ 1981) sin embargo no




existe” un- organlsmo en la- naturaleza ‘capaz de’ prodUC|r todas Ias acllvidades'

' pectmollhcas que se han reporlado

e e
ey
Maapdngn{u:mm A " [

_/3:> B By

© Moxzimisno de acion de fas poctalolia ns

Figura 1. Mecanismos de degradacion de la pectina

Proteasas

Las proteinas son las macromoléculas que mas abundan en las células, de las
que llegan a constituir la mitad de su peso seco. Estadn constituidas por cadenas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




pollpeptidlcas muy largas q conliene enlre 10 y ) 000 unldades de residuos de

amlnoémdos Lmldos

conv:erte en’un mecanlsmo regulatorio que coadyuva a mantener los niveles de una

o : ’protelna en cada momento Sin embargo, investigaciones mas recientes muestran que
la proteéIISIs tamblén juega papeles centrales en otros eventos de regulacion post-
ﬂtraduccnonal Por ejemplo, se tienen Identiﬂcadas varlas proteasas que intervienen en
procesos especificos tales como la esporulacién, la° maduracion de proteinas y la
‘utlllzamén de. péptldos ex()genos Por otro Iado. existen procesos bioquimicos en los

: ique Intervlenen las; proteasas *‘tale omo’la’ slntesls de proteinas, la inactivaciéon

‘:catabélica. el crecimlento celular, la. reparaclén del ADN la degradacién de proteinas

’ ldefectuosas diferenciaclén morfoléglca y el desarrollo de micelio aéreo (Chavez
995 Vato et a/ 2002) :

as protea: as tienen muchas apllcamones industriales. Esta versatilidad utilitaria

=< Camarillo’

roteasas. tlol-proteasas, melaloprof a :
“tener un residuo de serina en su sitio

enSIbIes aI fosfato de fluordlisopropllo' D
: hehecen a este grupo, las cuales por

‘ amblén se denominan proteasas alcalmas Las del segundo grupo tienen un residuo de




icislelna en su sitio activo y son muy sen5|bles alos agentes mercunales como el para- K
cloromercurlbenzoato solamente unas pocas proteasas son de este llpo, presenlan‘
.actividad a un pH entre 7.4 y 10. Las del tercer grupo son quelalo sens:bles y uenen un
Atomo metalico (generalmente Zn?*) como un componente esencnal para su acuvndad
proteolitica. Estas son usualmente mas aclivas a pH neutro (proteasas neutras) Las
proteasas acidas, como su nombre lo indica, son aclivas a pH écido Y. tlenen en su sitio

“-activo un grupo carboxilato, generalmenle de un residuo de aspartato (Hartley. 1969)

UNION PEPTIDICA HID?OLISIS ENZ}IAMA'I"‘ICV;A, (ééoﬁf:ous"ls) ;
S ‘ o b St
+ } : ' +:
i L . o’; T
<|:H—|c|—N — ‘ CH—c—i—N—CH-—'
B0 Ho R

| |
—(H—C—0H + H—N—CH—
GRUPO CARBOXILO GRUPO AMINO
Figura 2. Mecanismos de hidrélisis por proteasas

En cuanto a la temperatura 6ptima de las proteasas, se ha reportado que se
encuentra entre 37 y 50°C hay que sefialar que la mayoria soportan rangos amplios de
temperatura. :

La capacidad’ ‘de producw una gran variedad de enzimas proteoliticas es un
fendmeno bien - conocido en los actinomicetos mesofilicos (Kim y Lee, 1995).




Actualmente’ existe Interés en Ias proleasas derlvadas de ac nom cetos lermoflllcos
incluyendo - a* los:mie bros “del género Thermoacl/nomyces (Mlcromonospora)
Thermomonospor plomyces. aunque eslos no han ‘sido completamente

explotados com u : nle polencial no solo de proteasas lermoestables sino de

Tabla 2.- Proteasas producidas por Streptomyces.

Especle : pH Optlmo T° Optima Peso Molecular Referencia
. FEN B o) (kDa)
S. thermovulgaris ;

7 37 60 Yeoman et 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. coglicolor
10 50-80 Taguchi et al., 1995




Carboximetilcelulasas

Las carboxlme ti ce ¥ Ia‘ as CMCasas) o endo~]s 1 4 glucanasas son enzimas que

actuan sobre Ia celulosa eI cual es eI pollmero natural més abundante en la naluraleza.

La celulosa es un pollmero muy ‘sencillo que’ const;

“entre sl por enlaces'[

'la cual esta fo"

= glucanasas (E C 3 2.1 6) y [3 gluc

Tabla 3).

4. La celulosa se.encuentra de. dc

de’ cadenas de glucosa unidas

formas celulosa cristalina,

m dlante un arreglo

lda as. (E C 3 2 1 21) (Goedegebuur et al., 2002;

Enzima

Mecanismo de accion

Celobiohidrolasas

" | amorfa. La hidrélisis se lieva a cabo en forma azarosa.

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

Carboximetilcelulasa o Endo-p-1,4
glucanasa

Al igual que la enzima anterior rompe los enlaces f-1,4 de la
celulosa amorfa (carboximetilcelulosa) originando celobiosa
(dimeros de glucosa).

p-glucosidasa

Enzima que actua sobre la celoblosa, originando moléculas
de glucosa libres.

Tabla 3.- Enzimas que intervienen en la degradacion de la celulosa.




"En los Ias carboxlmeulcelulasas.

debido pnnclpalmenle a la capacndad de convertir eﬂc:enlemenle la celulosa a azucares

se. Ies ha dado mucho Interés

: ',Ilbres lo cual ofrece un beneficlo tanto a nivel ecoléglco como econémlco Ademas, las
carboxlmetllcelulasas prlnmpalmente se usan en:la industria textil, de detergentes y la
» allmenlarla (Bhat y Bhat 1997)

ESTRUCTURA DE LA CELULOSAY DE" ON

. cdmmmdn(cm-)
;m«; &‘wi,/ﬁ S/N'Z ﬁ\o
H
H o

1,4- Endoglucanasa
o
"""”1""" Cartonimetiicaasa

O ”
°
H -g— Celobicsa
Ho M HOH

HEOH
é% e
" H
H n raon o

Glucosas

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

Entre los actinomicetos, algunas cspecies mesofilicas y termofilicas han sido estudiadas
por su capacidad para degradar a la celulosa. Ciertas cepas de Thermomonospora han sido
> descritas como altamente celuloliticas (Stutzenberger, 1972; Htigerdal et al., 1980; Waldron y
‘Evclcigh, 1986). .Este microorganismo produce multiples endoglucanasas y cxoglucanasﬁs

_extracclulares con temperatura éptima entre 60-70°C y un pH dptimo cercano a 6.0 (Goodfellow

TESIS CON :
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-y Cross, 1984). Por otro lado, actinomicetos mesolilicos como Streptomyees lividans producen

celulasas menos estables a la temperatura (Klueptel ¢ al., 19806).

Xilanasas

La hemicelulosa es un heteropolimero que contiene de dos a seis tipos de
unidades de pentosas y hexosas; la distribucibn de estos carbohidratos es
frecuentemente utilizada para la clasificacion de los tipos de hemicelulosa. D-xilosa, D-
manosa, D-glucosa, D-galactosa, L-arabinosa, acido D-glucurénico, acido 4-O-metil-D-
glucurdnico y acido D-galacturénico son los principales azucares constituyentes. El
grado de polimerizacion de la hemlc'eluloéa' es cominmente menor a 200 residuos de
xilosa (Kulkarni et al., 1999). - LR

La Importancla del xllano>como fuente de reserva de carbono en la naturaleza

esta blen e]empllﬂcada en Ia madera’.del abédul donde representa alrededor del 35%

~de-su’ peso seco. muy abundante en la madera de angiospermas
CO (Wong et al., 1988).

Id§ que consiste en una cadena principa! de
“',é es [3-1 4 (85-93% de la molécula), formando la

puede’ estar altamente ramificada. Los principales

; constutuyendo del
- El: xllano es

. reslduos de D-xilos
cadena princlpal
sustltuyentes . ,ae acetil, a-arabinosil y 4-O-metil-D-glucuronosil
(Subramamyan y Pre )

La hidréllsls de stos heteropollmeros complejos en moléculas simples resulta un
tanto dlﬂcnl La degradaciéﬁ enzimatica es uno de los métodos que mas se emplean por

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

Ilevada a. cabo por Ias enzlmas xilanoliticas, las cuales estan ampliamente distribuidas

en Ia"‘ naturaléza Son producidas por numerosos organismos procariontes y
: eucarlontes. ‘entre Ios que se encuentran protozoarios, plantas, hongos y bacterias
; ..(Bastawde et al..1992). Entre estos ultimos, los Streptomyces son un grupo de
éctinomlcetos que son capaces de producir una gran variedad de xilanasas (Tabla 4).




La gran varledad de orgamsmos que producen X|Ianasas esla dada por la gran‘

abundancla de Ios xtlanos enla naturaleza Sln embargo, los orgamsmos “mas-

clon de‘:]ugos,' mejoramiento de la consistencia de la

lgé#t!billdad de alimentos para animales y en el

iai(Subramaniyan y Prema, 2002).

tffpente, los xilanos presentan estructuras variables
'L'Jn_j'més complicada por su Interaccién con otros
es rio‘ un paquete enzimatico complejo, para lograr una

sible: \EI modo de accion, cinética y otras propiedades de

ano son liberados por la a-L-

f’que el otro mcluye alas enzlmas de bajo peso molecular con alto pl (Familia 11 6 G),

lsnn embargo existen Tas excepcmnes
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dlferentes organlsmos son estabIeS‘dentro:de un rango que: va;de 4'a 7 El punlo
’ lsoeléclrlco (p!) que presentan las xilanasas se encuentra ‘desde 3 hasta 10.

Tabta 4 . Enzimas que intervienen en la degradacion del xilano.

Enzima Mecanismo de accién

Endo-B-(1,4)-D-xilanasa Actia cortando el polisacarido al azar produclendo
grandes cantidades de xilooligosacaridos de longltud
variable (Figura 4 ).

Exo-p-(1,4)-D-xilanasa Esta enzima remueve las unidades de xilosa de Ios—‘
extremos no reductores de la cadena del xilano (Flgura -,A
4). el
p-xilosidasa o xilobiasa ) Hidroliza disacaridos como xiloblosa 'y pequeﬁos i
xilooligosacaridos pero con menos afinidad (Figura 4 ) i
Acetil-xilan-esterasas Hidrolizan el enlace entre el xilano y el grupo acetil
(Figura 4 ). :
a-Arabinofuranosidasas Hidrolizan los grupos terminales no reductores de a-L+

arabinofuranosil (Figura 4 ).

a-D-Glucuronidasas Hidrolizan el enlace o-1.2-glucosidico entre xilosa y el
ac. D-glucurénico (Figura 4).




" 14-GLUCORONIDASA
[HIDROLIZA ENLACES 1(1,2)-4-0-METIL-D-ACIDO GLUCORONCO]
ENDO1,4{LXILANASA ¥
{HIDROLIZA ENLACES {1,4] {-DXILOPIRANOSA]

(1-L- ARABINOF URANOSIDASA
[HIDROLIZA ENLACES (1{1-3)-L-ARABINOFURANOSA]

ENLACE ESTER

Figura 4. Enzimas que participan en la degradaci6én del xilano.

Los*acﬂnomicétos y en especial los Streptomyces son un grupo de

: mlcroorganlsm enel ‘que se han encontrado numerosas especies que son capaces

e zlmas ‘xilanoliticas (Tabla 5) pertenecientes a las dos familias antes
L »mehcldnada omo sé puede observar en la Tabla 5, existen algunas especies que

‘,producen mas-de una ‘xllanasa; a este fenémeno se le llama multiplicidad, lo cual se

} s :debido a la estructura compleja del xilano y en el cual, los enlaces

xulosldlcos son dlversos y por esta razén, la hidrdlisis del xilano requiere la accién de

""mult|ples xllanasas con diferentes especificidades que pueden ser producto de distintos

-“genes. por diferente procesamiento de! ARNm, por modificacion postsecrecional de las

: 'iV‘xIIanasas, por digestién proteolitica & por modificaclén postraduccional que incluye la
: glicosilacién y la autoagregacion (Biely, 1985; Hazlewood y Gilbert, 1993).

TESIR CON
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Tabla 5. Xilanasas producidas por Streptomyces y algunas propiedades.

45

Espeocie pH Temperatura. | Peso Molecular Referencia
Optimo Optima (°C) | (kDa)
S. chatanoogensis
6.0 50 48 Lopez et al., 1998
S. sp. 5.5-6.0 55-60 40.5 Wong et al., 1998
5.5 55 44 Wong et al., 1998
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., 1988
7.0 85 Wong et al., 1988
55 55 Wong et al.,1988
55 24 Wong et al., 1988
575 . 42 Wong et al., 1988
6.0 60 43 Morosoli et al., 1986
6.0 55 31 Morosoli et al., 1992
-.6.0 57 22 Morosoli et al., 1997
62 56-60 Wong et al., 1998
6.0 55 26.4 Elegir et al., 1994
; ; - 6.0 60 Elegir ef al,, 1994
"8y nyexicanus Sp. nov. 5.0 50 Flores et al., 1997
‘v(CH-,.M”-16‘35) g _v 145 Petrosyan et al., 2002
R e 120
60
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Continuacion de la tabla 5

Especie PH Temperatura, Peso Referencia
Optimo Optima (°C) | Molecular (kDa) )
S. sp. EC. 10
7-8 60 32 Lumba et al,, 1992
S. sp.
8-12-2 6-7 55-60 40.5 Elegir et al.,1994
S.T7 4.5-55 60 20 Kesker ,1992
S. thermoviolaceus
7 60-70 54 Tsujibo et. al,1992
S. chattanoogensis 6 50 48 Lopez et al.,1998
S. veridisporus T7TA 7-8 65-70 59 Magnuson et al..1997
S. sp.
Qc-11-3 8.6 60 Beg et al., 2000
S.thermoviolaceus . o ]
OPC-520 7 60 33 | Tsujibo et al,1992
7 70 o B4 s L Tsufibo et al., 1992
S. olivaceoviridis . ‘ » . . (OETE
E-86 6 60 “Kaneko et al., 2000

Streptomyces mexicanus.

Streptomyces mexicanus sp. nov.: es un mlcroorgamsmo aislado del suelo de un
ingenio localizado en el Estado de Morelos, que tlene como caracteristica que produce

xilanasas libres de celobu ’hldro asas 'Crece blen en un medlo minimo con xilanos ‘o

residuos Ilgnoce|ulésicos
(Flores et al 1997) Las’
extracelulares ¥'se ha ncontrado que se lnducen por los xnlanos comerciales, bagacillo

nica fuente de carbono a temperaturas entre 37-45°C

as xllanollhcas producndas por este microorganismo son

|mén,:x1|osa, arablnosa ramnosa y sacarosa. Su sintesis es

réprimida porglucosa, glicerol 'y ,ac. sliccinico (FIores et al., 1996; Ramirez, 2003).




IV.- HIPOTESIS

; Slreplomyces mextcanus sp.nov. produce diferentes enzimas hidroliticas, como
o xnanasas carboxumetilcelulasas pectinasas y proleasas cuando crece en’ un medio
' y ;mlnlmo con bagacnllo de caﬁa el cual es un sustrato heterogéneo. :

V.- OBJETIVO GENERAL

Ident:ﬂcacién de las pectinasas, carboximetilcelulasas, proteasas y xilanasas

'producidas por Streptomyces mexicanus sp. nov. crecldo en bagacillo de cafia como
uente de carbono a través de zimogramas .

"' VI.- OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Establecer las condiciones de deteccion para las carboximetilcelulasas, xilanasas,
pectinasas y proteasas en los geles de pollacnlamida, optimizando el pH y la
temperatura para los zimogramas. ;

Identificar ’ por.: zimogramas : a las’; carboximetilcelt xilan . pectinasas y

Streptomyces . mexicanus sp. nov. cuando

. Corhpafér los pesos moleculares de las diferentes enzimas hidroliticas obtenidas.




VIl.- MATERIALES Y METODOS.

““Microorganismo. -

cambios de buffer cada hora La cuantificacion de protelna se reallzékpo ‘el método de L

Bradford. Alicuolas de 1'ml del dializado se colocaron en tubos Eppendorf dé'"1' 5 ml. y" .
se mantuvleron a —20°C
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‘Determinacion de la actividad xilanolitica.

e'xnanasa se observd mediante. la apancnén de’ az(icares
étodo‘ del DNS (Milier et al., 1959) La mezcla de reaccién que

la n en una curva estandar de xilosa de 0 a 1 umol

Determinacion de la actividad pectinolitica.

La actividad de pectinasas se realiz6 por la aparicién de azUcares reductores de
una solucidn de pectina citrica de acuerdo a la técnica reportada por Aguilar y Huitrén
(1986).

Determinacion de la actividad de carboximetilcelulasas.

La actividad se determind por la aparicion de azlcares reductores, Ios cuales‘,”
fueron cuantificados por el método de Miller et al. (1959). Se utilizé carboxlmetllcelulosa B
al 0.75% (w/v) en buffer acetatos 0.1 M, pH 5.2. La mezcla de reaccuén se incubo por'

60 min.

Determinacion de la actividad de proteasas.

’La actividad de proteasas se determiné por la apancnén de-tirosina, la cual se
cuantlflcé por el método de Lowry (Bollag et al., 1996). Se utilizé caselna al 1% (w/v) en
o _buffer de acetatos 0.1 M, pH 5.2, Se incubd por 10 min a 37°C :



Electroforesns en geles de poliacrilamida desnaturalizantes y no

’ desnaturallzantes

Se ‘prepararon geles al 8% (w/v) de poliacrilamida, tanto en condicicnes an
desnaturahzantes (ND-PAGE) como desnaturalizantes (SDS- PAGE) de acuerdo a‘la:
técnica reportada por Bollag et al. (1996).

Para preparar los geles se mezclaron 3.8 mi.de H20, 1,m|
ua), 2.7 ml de acrilamida (30% wiv), 2 5 ml de
eI de‘snaturalizante, el buffer

(1% w/v en’

.8, 8 (para "el

: ,100 mV (corrlente constante) a 4°C.
’ Zimyogramas para xilanasas.

Inmediatamente después de la electrofofeéi ‘
con agitacion, a una temperatura de 50°C en buffer.

Posteriormente se lavaron los -geles : co agua .destilada por 10 ’mlnutos ev
ngo ‘1mg/ml) durante. 10

20 mlnutos Por tltimo se .

inmediatamente se tifieron con una solucién

minutos. Los geles se destifieron con NaCI 1M

fijaron los geles con acido acético al 5% (v/v) por 30 segundos y se lavaron con agua
’destllada

Zimogramas para pectinasas.

Se prepararon geles similares a los geles para xilanasas, con la tunica diferencia -
que se agrego pectina citrica al 0.05% (w/v) como sustrato. El tiempo de incubacion fu’e'
el mismo que para xilanasas lo mismo que el revelado, sélo que en vez de usar.rojo "
congo se usod rojo de rutenio (1mg/ml) para tedir la pectina que se encontraba en el Q’el :




y poslertormente se S|gulé con la técmca de revelado para xulanasas (Agunlar et al.,
- 7.°1986).

"Zimogramas para carboxir_rietilcelulasas; S,

Se prepararon geles a. Ia misma concent cién de acrllamlda adlcuonando'

) la mlsma técnica que para

los geles en el mismo buffer por un penodo de 90.minutos’a:37°C Por:pltlmo Ios geles

se lavaron con agua destilada y se tlﬁeron con una solucién. que.c ontenla.etanol al 40%
(viv), acido acético al 10% (v/v) y azu! brlllante de Coomassle (1mg/ml) por cuatro horas
a temperatura ambiente. Después de esle tiempo, los geles se lavaron con agua y se
fijaron con una solucién de etanol al 40% (v/v)-acido acético al 10% (viv).

Determinacion de pH 6ptimo para cada una de las actividades enzimaticas.
La determinacion del pH 6ptimo de la hidrélisis de los distintos sustratos en los

geles, se realizdé mediante la incubacion de los geles en diferentes buffers; citratos 0.1
M (pH 3.5), acetatos 0.1 M (pH 5y 6), Tris/fHCI0.1 M (pH 7 y 7.5.

1~
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Determinacién de la temperatura optima para cada una de las actividades

enzimaticas.

Los geles se incubaron a las temperaturas de 25°C, 30°C, 35°C, 37°C, 40°C, 45°C,
50°C y 60°C, por el tiempo requerido para cada una de las actividades al pH adecuado.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Con objeto de establecer si Streptommyces mexicanus sp. nov. produce otras
enzimas hidroliticas extracelulares, ademas de las xilanasas, cuando crece en el
bagacillo de cafia como fuente de carbono, se determind la actividad de las pectinasas,
carboximetilcelul , prot y xilan 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 estén induciendo las proteinas con esta actividad, probablemente debido a que el
contenldo de pectina, de protelna y de celulosa amorfa es mucho menor que el de
hemicelulosas. :

Tabla 6. Actividades de pectinasas, xilanasas, carboximetilcelulasas
y proteasas'en los filtrados de Streptomyces mexicanus sp. nov.

Actividad volumetrica*

. ;Enzima. - o (umoles mi” min™)
Pectlnasas n 0.27

Xllanasas 3.50
Proteasas B k 0.56
Carboximetilcelulasas 0.37

*S. mexicanus sp.nov.fue crecido en MM con bagacillo de cafa al 1% y
las actividades fucron cuantificadas a las 48 horas de incubacién de
acuerdo a las condiciones descritas en Material y Métodos.

Para establecer cuantas y de que peso molecular son las peétlnasas‘ proteasas,
carboximetilcelulasas y xilanasas producidas por este micr'oorganismo,‘se optimizaron
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' las temperaturas pH s y llempos de incubamo e

actlvldades enzumétlcas para delectar a Ia mayorla d las Is

nzimas hldrollticas"‘ 'éxtracelulares que
degradan a dlversos polimeras’ comple]os presentes enla naturaleza ¥ que pueden ser
detectadas en los zlmogramas

capaz de suntetiza una-gran: varledad d

Tabla 7. Resumen de temperatura, pH, volimen de muestra y tiempos de
incubacidén éptimos para los zimogramas de cada una de las actividades
enzimaticas analizadas.

ENZIMA T OPTIMA pH OPTIMO VOLUMEN TIEMPO
MUI?S!:ETRA INCUg§CION
CMC-asas 42°C 5 40ut 90 minutos
Pectinasas 42°C 5 80ul. . 60 minutos
Proteasas 37°C 5 60ul 90 minutos
Xilanasas 50°C - “,40;11'5:1 60 mintos

Bajo estas condiciones se encoritraron;‘én .: los ‘geles - de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes tres bandas de actl{/ldad, las cuales corresponden a
pesos moleculares aproximados de 120, 200 y 245 kDa.r Asi mismo se encontraron
cuatro bandas de actividad de xilanasas en condiciones desnaturalizantes, las cuales



stablecldo (Wong et al 1988), pero solo en

fi'xuanasas de S.' mexicanus sp.nov.

: o sekhan podido ampllflcar por PCR el o los genes
~que codmcan ara estas:enzimas utllizando ollgonucleétldos degenerados disefiados

: _'de acuerdo a'las secuencias conservadas de las xilanasas (Morris et al., 1999) y no se

Esto Indlcarla que las proteinas con actividad

‘xuanolltlca ‘de S [mexicanus’'sp.nov. no ‘presentan estas regiones conservadas o son
protefnas con otra actlwdad hldrolltlca princlpal que son capaces de actuar sobre el

xilano.

NI b

Figura 5.- Zimogramas en condiciones no desnaturalizantes (A) y desnaturalizantes (B)
de las xilanasas producidas por Streptomyces mexicanus sp.nov. crecido en MM con
bagacillo de cafia al 1% bajo las condiciones descritas en Material y Métodos. Carril 1,
10pl;  carril 2 , 20ul; carril 3, 40ul; carril 4, 60ul y carril 5, 100 yl (Ultima cantidad de
muestra sélo para B).
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pectinolltlca en condlclones no » desnalurahzanles y cuatro en’
desnaturalizantes. Estas bandas de actlvidad corresponden.a proteinas con peso
moleculares aproximados de 215 245y 265 kDa para el primer caso y: 70 85 90 y 9
kDa para el segundo (Fig. 6) Debldo a que las proteinas de alto peso mole' ;
aparecen en los geles con SDS se puede sugerir que éstas son comple]os que esténi
formados por protelnas de menor peso molecular, las cuales se separaron por Ia_

presencia del detergente tal como ocurre en las «ilanasas.

Figura 6. Zimogramas en condiciones no desnaturalizantes (A) y desnaturalizantes (B) de
las pectinasas producidas por Streptomyces mexicanus sp. nov. crecido en MM con
bagacillo de cafa al 1%, bajo las condiciones descritas en Material y Métodos. Carril 1,
10ul; carril 2, 20pl, carril 3, 40pul; carril 4, 60ul y carril 5, 100 ul.

La temperatura 6ptima de las carboximetilcelulasas fue de 42 °C y su pH fue
de 5.0, con un tiempo de incubacién de 90 minutos. Para estas actividades se
encontraron 5 bandas de actividad en condiciones no desnaturalizantes, las cuales
’présentén":’pésos'm'oléculares aproximados de 85, 105, 135, 160 y 190 kDa. Bajo
. condiciones’ desnaturallzantes se-encontraron cuatro bandas de actividad, las cuales
corresponden a pesos moleculares aproxmados de 55, 70, 115 y 138 kDa (Fig. 7).
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Nuevamente se encontro que S mextcanus sp nov pro y'é. bére'cen ser
complejos que -pueden mclunr .varias protelnas E'l :
ampliamente. Hay que mencmnar que en la mayorla d
presentando de los geles hubo necesidad de remarcar las bandas de’actividad, porque

en la fotografla no se alcanzan a observar aunque en eI gel orlginal si se detectaban.

cutira - despusés

asifiguras: que se estan

Figura 7. Zimogramas en condiciones no desnaturalizantes (A) y desnaturalizantes (B) de
las carboximetilcelulasas producidas por Streptomyces mexicanus sp.nov. crecido en
MM con bagacillo de caiia al 1% bajo las condiciones descritas en Material y Métodos.
Carril 1, 10pul; carril 2, 20ul; carril 3, 40ul; carrif 4, 60ul y carril 5, 100 pl (altima cantidad
de muestra solo para B).
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Figura 8. Zimograma en condiciones no desnaturalizantes (A) y en condiciones
desnaturalizantes (B) de las proteasas producidas por Streptomyces mexicanus sp.nov.
crecido en MM con bagacillo de caia al 1% bajo las condiclones descritas en Material y
Métodos. Carril 1, 10p!; carril 2, 20pl; carril 3, 40t y carril 4, 60pl del filtrado.

Por ultimo, los zimogramas para las proteasas presentaron una temperatura
optima de 37°C y un pH de 5.0, con un tiempo de incubacién 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 sélo dos
bandas de acti\)idad que corresponderian a pesos moleculares aproximados de 59 y
117 kDa (Fig. 8). Estos resultados sugleren que la actividad de las proteasas de bajo
peso moleculaf, es sensible al SDS, ya que no se observaron bajo condiciones
desnaturalizahteé y por otro lado, las proteasas con pesos moleculares de 190 y 260
nueVaniénteparecen ser complejos multiméricos que se disgregan en proteinas mas
pequeﬁai:; aI 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
_multienzimatico de 245 kDa presenta actividad tanto de xilanasas como de pectinasas.

(>
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De igual manera |

: elulosoma se encontraron 18 diferentes

: 'estructura muy compleja conoclda com

enzimas que participaban en’: Ia unlén y: degradaclén de materiales celuldsicos y
polimeros asociados a la hemlcelulosa Y- dentro de estas se observaron 3 celulasas, 7
carboximetilcelulasas, 1 exoglucanasa. 1 quuenasa o laminarinasa |, 1 quitinasa y 5
xilanasas (Fontes et al., 1995 y Bayer etal., 1998) Como se puede observar no existe
algln actinomiceto reportado que-produzca complejos que incluyan varias actividades
enzimaticas para la utilizacién de fuentes de carbono complejas.

En la tabla 9 se muestran los pesos moleculares correspondientes a cada una de
las actividades hidroliticas presentes en los zimogramas bajo condiciones
desnaturalizantes. En esta tabla se puede observar que muchas proteinas presentan
valores de peso molecular muy cercanos.

Esto podria deberse a que son proteinas que presentan un peso molecular
idéntico o semejante o podria ser que una misma proteina presente mas 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 proteinas con actividad de pectinasa y CMCasa: de: 70;
kDa.(Tabla 9). o




NILANASAS

PECTINASAS

PROTEASAS

CNMC-ASAS

M kDay || pM (kD) PM (kDa) PM (kDa)
265 260
Cas 245
o 215
’200 . S 0
190 -

120

1S
13
10

Tabla 8. Pesos moleculares de xilanasas, pectinasas,
proteasas y CMCasas detectadas en geles ND-PAGE
producidas durante el crecimiento de Streptomyces
mexicanus sp. nov. en el medio minimo con bagacilio de
caia al 1%, como se describe en material y métodos.
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XII._AN.ASAS PECTINASAS || PROTEASAS || CMC-ASAS
PM (kD) PM (kDa) P’M (kDa) IPM (kDa).

1457

120
97
90
85
, 70 .
60 :
as

Tabla 9. Pesos moleculares de xilanasas, pectinasas,
CMCasas y proteasas detectadas en geles SDS-PAGE
producidas durante el crecimiento de Streptomyces
mexicanus sp. nov. en medio minimo con bagacillo de
caia 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 mas actividades enzimaticas. En este sentido, Sakka et al. (1993)
; re;ﬁoriéroh la presencia en Clostridium stercorarium de una (-xilosidasa que ademas
. presenta ‘actividad de arabinofuranosidasa. Por otro lado, Trichoderma reesei sintetiza
una proteina multifuncional de 100 kDa, que tiene una actividad principal de. B-
Xilésidésa. pero también es capaz de hldroﬁzai‘_xllaﬁb formando xilosa’ como Unico

("]
h




ad de xilanasa que tiene
e:igual manera se

1.-Por otro lado se encontro




1X.- CONCLUSIONES

Sireptomyces mexicanus sp. nov. es:un. mlcroorgamsmo que produce varias
xilanasas, pectinasas, carboxlmelllcelulasas y proteasas cuando crece en un medio

minimo con bagacillo de cafa como unica

Streptomyces mexicanus sp.f3 no roduce’ pectinasas, xilanasas, proteasas y

carboximetilcelulasas con un pH ép! eteccion en los zimogramas de 5.0. Las

carboximetilcelulasas 'y las-:p kpres'é‘h‘t’a'n una temperatura 6ptima de
deteccion de 42°C, mientras

6ptimas a 50°C y 37°C reSbéC}l amente.

dades de xilanasas y proteasas fueron

En zimogramas nativos se det’e'c'tar“ony 3 bandas de actividad de xilanasas (PM 120,
200 y 245 kDa), 3 de- pectlnasas (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 SDS se observaron 4 bandas con actividad de xilanasas (PM 145,
120, '60 y 45 kDé 3 e {‘fpectinasas (PM 97, 90, 85 y 70 kDa), 4 de
carboxlmetllcelulasas ‘1>3_8.~;115, 70 y 55 kDa) y 2 de proteasas (PM 115 y 60
kDa) : :

’ Las protelnas de, 265> 260 245 215, 200, 190 y 160 kDa son complejos formados
; vpor dos o mas pollpeptldos
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