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RESUMEN

Para la produccién de proteina vnicelular a partir

de wn cvltivo de Cellulomonas flavicrena creciendo en hara=-

zo de cafia, las enzimas liberadas por este microoresnismo_
son de gren importancia. Las celulasas son parte de un --
comnleio enzimitico cue catsliza la hidrdlisis de la celn-
losa a glucosa. Para que se lleve a caho este nroceso, se
reouiere al menos de la varticinacidn de tres tinos de en-
zimas: la P—(ﬁ,ﬂ)-giucaﬁ—ce]obiohidrolasa, lg ﬂ—(ﬂ,#)qﬂum@l

clucanohidrolasa y la @-glucosidasa.

Estudios vreliminares sueieren cuve la bajs disponi
hilif~d de enzimas celuloliticas, limitan 1s velocidad es-
pecifica de crecimiento del cultivoj; un aumento en ésta, -
rerercntiria favorahlemente en la vnroductividad y los ren-

dimientos de proteinas unicelular.

Con la idea de conocer mejinr el comnlejo celuloli-
tico de C. flavieena se planted estudiar 1la produccién de
celulasas y el siclemiento de las mismas. Para cubrir es-
tos objetivos ese mealizaron cindticas de »rnduceidtn de en-
7zimas nars determinar el tiemno adecuado nar= recuperarlas,
encortréndose nue la mavor actividad celvlolitica se alean
z6 alrededor de las 26 horas en un cnltivo crecido en baea

70 de cana al 1%.



Una ve? ectrblecido el tiempo de cosecha, se pro-
cedid a concentrar las proteinas liberadas al medio de --
cultivo, precipitando con solventes orednicos y sulfato -
de amonio., obteniéndose con e=ta sal al 60% n/v la mayor_
reruneracidn ée profteina (63%), v de asctividad sobre car-
bovimetil-celulosa (73%) a partir del sobrenadante del -=-

cultivo.

Posteriorménte se 11evd a cahe la separacidn de -
Tas proteinas por medio de cromatoerafiz de filtracién en
sephadex G-100, y por electreforassis er reles de poliacri
larida ai 7.5% . A les proteinss sermarsdas se les deter-
miné su activid=d celulnlftica, v se lo~raron detectar --
4 engimars cor carscidsé de bhidrolizar la carbhoyimetil-=ce-
Ir1ngs ¥ una engima zctiva sobre psrel filtro. Unes de --
1= enzimas cun activid=d sobre carbovimetil-celulosa pre
serté nun psso molecvls» =orovimade de 70,000 D, v el peso
ectimado para 1= celulasa cor actividad sobre napel fil--

tro fué de 41,591 D.



INTRCDUCCTION

En base a los problemas de alimentacidn aue existen
en el mundo, se hzn venide realizando invesficaciones en --
torno a la produccién de proteina de origen no eonvencional
Los microorganismos resultan ser fuentes de proteinas muy -
valiosas debido a su comnosicidén de amino-dcides, a su rani
do crecimiento y a la canacidad que tienen para degradar ma
teriales orgénicos muy variados. (Molina, 1980; Da Silva y_

Doelle, 1980).

Entre los diferentes sustratos cue pueden ser utili
zados para —roducir nrcteina unicelular desizcan vor su ba-
jo costo y alta éisponibilidad los residuos “ipnocelulési--
cos (De 1a Torre, 1981). En 1986, México tuvo una nrodvec—-
cidén nacional de 75.1% millores de toneladas (MT) de resi--
duos aericolas, entre los gue fisuraron en mavor cantidad -
éd rastrojo de maiz, el barazo de czfa v la vaja de sorso, =
cen una nroduccién de 48, 1M1 y & MT respvectivarente. Del vo
lamen reportade para el bacazo de cafia, 9 MT se utilizan co
mo combustible en los ineenios azucareros y 2 MT tienen al-

guna anlicscidn en la industria (Hurtubia y Monroy, 1¢8€).

En el Depto. de Biotecnologia y Bioingenieria del -

CINVESTAV del IPN, se llevan a cabo estudios sobre la pro--

ducciédn de proteina unicelular (PUC) a partir de bagazo de -



cefia. De la Torre (1981) aisléd y selecciond un cultivo mix

to integrado por Cellulomonas flavigena y Xanthomonas Sp.,

en base a su nroductividad en cuanto & biomasz sobre este -
bagazo, encontrando cue sblo 1z primera bacteria nresentaba
actividad celulolitica. Trabajando con el mismo sistema --
bacteriano, Ponce N. (1982) observé cue una de las limitan-
tes para incrementar la velocidad especifica de crecimientq
v vor lo tanto la »nroductividaed del »nroceso, es la bsaja dis

nonibilidad de celulaczes en el medio de culfivo.

Actualmente se lleva a cabo un provecto de meiora--
miento genéticoc de C. flavirena, buscando nor un lado la ob
tencibén de mutantes e¢on una velocidad esnecifics de creni--
miento mayor que la de la cevna nativa (Ponce N., eommnicg-=

cibén vpersonal); v nor otro lada se ha trebsiade con téeni--
cas de ineenieria cenédtica para el sislemiento v clonacidn_
de los ~~nes de este microorcanismo relacionados cen 12 de-

rradacidén de celulosa (Silva 3.J., 1998).

Dado lo anterior, es necessrio estudisr el comnlejo

celulolitico de Cellulomonas flavimena, con la idea de lo--—

grar un mejor aonrcvechamiento de este sistema.



MAECO THEORIEO

La celulosa es el mrincipal componente estructu-
ral de las plentas suneriores, y la Gnica fuente natnural
renovable dis~onible en cantidad suficiente para soportar
procesos a gran escala para la vreduceidn de alimentos,
enmbustibles y sustancias oufmicas. Se sneuentra en ---
gran nroporcién en los deshechos industrizles y aerico--

las, llegando a ser incluso una fuente de contaminacién.

(Coughlan, 1985; De la Torre, 1981; Mandels, 168%).

Los residuos licnoceluldsicos contienen tres —=--
rrincipeles cornonentes: celulosa, Hemicelulosa ¥ lieni-
na. las hemicelnlos=s son nolimeros de nentos=s, sobre_
todo de D-xilanos con enlaces P{q_a) ¥ poseen cacenag la
terales de arabinoss y otros amicares. ILa lisnina == un
volimern de alecoholes a»ométicos, ésta limita la acecidn_
enzimétina de las celulesas vpor immedimento estérico, --
por lo cue en oc=siones el sustrato es sometido a un tra
tamiento al2alino nara dejar a la celulosa accesible al_

atacue enzimdtico (De 12 Torre, 1981).

La estructura de 1la celulosa consiste de un poli

mero lineel de unidesdes de glucosa unidas por enlaces -=



§(4—4)—01ucosidicns (Fie. 1). Cada residvo estd sirsdo 1R0

del eie nrincipal, cor resnecto a2l residuc vecino debido a2 -
ls conficurancibn beta, pero las uniones glicosidicas estéan -
en el mismo ol=ano, rvudiendo formar estructurss ordenmdas me-
diante la formscidén de nuentes de hicrbzeno entre ellas, re-
sultando asi 1a celulosa cristalina, cus es muv resistente =
al atzaue enzimAtico y a acentes cuimicos. Tembién existen_
regiones menos ordenadas ¢ arorfas, siendo &rtas méas sucepti

bles a la actividad enzimidtica (Rvu ¥ Mandels, 1920; Couchlan

1085),

Entre los micrcorganismos oue nueden deersdar la ce-
lulosaz, se encuentran los honwos y lzs bacterias (Cuadro T).
En los nrimeros se encuentra mur difundicda la habilidzd pars
nroducir enzimas celnloliticas y con los cue se han investi-
gado mAs extensamente (Bisaria, 1981; Forrarty,1983; Couzhlan
1985); sin embarzo, en los Ultimos afios los estudios sotre -
celulasas bacterianass se han incrementado, ya cue las bachte-
rias son mis nrometedoras cue los honros nara la rroduccidn_
de nroteina microbiana debido a su zlte tasa de crecimiento,
baio contenido de mared celular v mavor contenido de nrotei-

na totel (Hascett, 1C81).

®n las bacteries con can=snidsd celulnlitica, se in--

cluven esrecies aerdhicas como l=s mixobacteriss , acti--
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CUAYRO I. ORGANISMOS PRODUCTORES DE CELULASAS.

BACTERIAS

Acetivibrio cellulolyticus
Bacillus

Bacterodides succinogenes
CellulLomonas
Cellulomonas gLavigena
Celluibrio vulgarnis
CRostruidium thermoceflum
Cytophaga

Pseudomonas §Luorescens
Ruminococeus albus
Sporocyzophaga

Stheptomyces griseus
Thermoactinomycete
Thermomonospora cuwrvata
Thermomonospona fusca
Mieromonos phona
Thesamomopolyspora

HONGOS

Agarnicus bisporus
AspengLllus fumigatus
Aspengllus nigen
Aspengllus terreus
Botrnyodiploidia theobromae
Chaetomium thesmophilum
Eupenicfiwm avendceum
Fusarium solani
Humicola Ls0lens
Macrophomina phaseolina
Petllicularia gilamentosa
Penicllium funiculosum
Penicillium Lrensis
PolLyporus adustus

Porda

Sporotrichum pulverulentum
Sporotricum themophile
Thermoascus auwrantiacus
Trichodenma Lignorum -
Trichoderma koningid
Trichoderma heesed
Trichosporon cutaneum
Trichosporon pullulans



nomicetos y Pseudomcnasi enaerdbios facultativos como —-—

Bacillus y Cellulomonas; y anaerobios extrictos como ——-

Clostridium y Bacterioides (Hagget,1981; Forgarty,1983).

Cellulomonas flavigena es un bacilo corto, Gram

positivo, no presenta flaselos y es anaerobio facultati-
vo. Las colonias cue forma en medio sélidc, son circula
res, ligeramente elevacas, bon bordes lisos, cremosas y

de color amarillo claro (Ponce N. 1982).

Las celulasas son enzimas hidroliticas cue for--
man parte de un sistema complejo cue recuiere de la par-
ticinacién sinersists de sus comnonentes vera que se 112
ve a cabo la dersradacidén de la celulosa a slucosa; sien-—
do necessrias para este nroceso la vresencia de al menos

tres tipos de actividades:

(1) EndO—PJH4—$]UCHH888 [¢] @-1,u—qlucano—glncanobidrg
lasa (EC. 3.2.1.4.). Esta enzima hidroliza al a
zar a la celulosa con alto rrado de volimeriza--
cién y amorfa, nara producir celodextrinas solu-
bles en agua, resultando una rarida reduccidn de
la loneitud de la cadena junto con un lento in--

cremento de los gruvos reductores.



(2) '%G-P—ﬂ,kugnuc:nasa o P-ﬂ,4~r1ucan~celobiohidro-
lasa (EC. 3.2.1.91). Estacs celulasas remucven -
las unidades de celobioca de el exiremno no recuc
tor de la cadena de celulosa, dandc cﬁmo resulta
do un répido incremento en los prupos reductores

con un carbio muv peouefio en la fluidez del medin

(3) P—ﬂ,u—gjucosjﬁﬂsa o celocbiasa (ZC. 3.2.1.21). Ts
ta erzime 1o e¢ voglmenle una celulacza, no ohs—-—
tante ticne un papel mu;’ Importrnie en la re/ula
cion de las celularas. Al troncforrer a lo cele
hioca en rlucosa, lleva a una voriccidn en Ieoco -
nivelec ;ntracclulércs e enuogs aricres, Io gue

a cu vez ﬁnfiuye en lg biosintesis de lac celulg

sas por recaniuircs Ge induceiodn, re recidn e in'd

bicidn.

(Zenr, C. » CG.Te Tcao,i979; Fru y ilancels,1CEC).

"l rmodelo cue hn £ido ~ropuacto para 1ls Je-rado-
cién Ge la celuloca ectd hacado en estpCjos con hon; oS,
¥y cefale gue csia activiiad ve lkeve a cable inicialre<ntg
por la erdozluccnasa, la cual rompe al azar las micrcfi-
brillas de celulosa, nromoviendo el mnaso de 1=z -

celulosa cristalina a celulosa amorfa, ademas, —---



FIGURA 2. REPRESENTACION ES UEMATICA DE IA HIDROLISIS

ENZIMATICA DE TA CELUICSA (Cuskey,

1983)
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esta enzima hidroliza azarosam-.nte a la celulosa produ--
ciendo celodextrinas o celooligosaciridos, y sobre estos
fra rnentos es5 que actla la exo; iuconaca, rindiendo uni--
cades ve celobiosa, la cual a su vez es llevnca a cluco-
sa por la accién de la P-glucocicasa (Cuskcy y col. 1083)

(Fig. 2)

Ias celulacas purden ser utilizadas en reneral -
para la nrnduccidn de rlucosaj en la remocibén de paredes
celulares; en la hidrdlisis y fermentacidn de restos ur-
banos y aricolas para rendir productos finales deseables
etc. (Cou;ilan,1985; Mancels,1985). Ademas del impnortan
te czrro e aplicacidén de estas enzimas (Cuadro II), se -
han rcalizado una rran canticad de trabajos sobre las ——
micsmas con la idea de lorrar una produccidén mAs eficien-

te y econdmica de PUC y combustibles (Robson,1¢89).

Existe una gran multiplicidad de celulasas, aun--
gue son funcionalmente idénticas, a menudo aparecen en -
diferentes formas moleculares, difiriendo en movilidad g
lectroforftica, punto isoeléctrico, contenido de azica--

res y/o peso molecular (Gongz y Tsao, 1979) (Cuadros III y

Iv). Esta variabilidad depende de la fuente de la enzima,
de las condiciones del cultivo, de la edad del mismo, de
la activida@ rroteolitica, del sustrato emoleado como in
duetor, ete. (Gone v Tsao, 1970).

10



CUADRO TI. APLICACION DE LAS CELULASAS (Mancels.1685)

- Remocidén de paredes celulares (rrotornlastos)

a. Liberacidn de contenidos celulares
Enzimas
PoiicsacAridos (Aear)

Proteinas (semillas ¥ hoias)

b. lVejoramiento de vesetales secos.
(Rehidratabilidad)

- Produccién de glucosa o azicares solubles

a. Alimertscidn animal
Enriocuscimiento del wvalor nutritivo de
fibres alimenticias nor la adicidn de_

azlcsres.

b. Industria cuimica
Produccidén de etanol, butanol, etc.

- Descomposicidén de deshechos y residuos

2. Comnosteo

il |



CUADRO III. PFE-0S FCLECULAREEZ LE CELULASAS AISLADAS LE
DIFEREFTES KICROCRGANILNOS

ORGANISKO

Alternaria alternata

Aspereillus javonicus

Fusarium lini

Robillarda sp. Y-20

Trichoderma reesei

ENZIMA PESO MCOLECULAR
“—~glucosidasa 45,000
Cl'C-asa 13,0C0
Endo-slucanasszs
CiC-egsa I 12,700
ClC-zsa II 54,000-57000
CMC-gsa III 76,000
Endo-glursnssa 28,000
Endo-rlucsnasa 59,000
B-glucosidasas

I 76,000

II 54,000

Endo-rlucanasa

I 20,000
II 40,000
Exo-glucanasas
CBH I 60,000
CBH II 60,000

12

RTF

20

20

3]

26



QUADMRD IV. TECNICAS EMPLEADAS EN EL AISLAMIENTO DE CELULASAS DEL GENERO

CellulLomonas

y Sephadex G~75.

ORGANISMO CELULASAS PESO MOLECULAR TECNICAS REFERENCIA
Cellulomonas §ermentans Endoglucanasas Cramatografia de Inter-
CFA 40,000 cambio iénico. 1
’
CFB 57,000 Cramatograffa lfquida -
de alta resolucifn.
Cellulomonas sp Endoglucanasas Cromatograffa de colum—
na con Sephadex G-25 y
Sadama iyt - G-200, y en Biogel P-150 "
ca 53’500 ’ Ultrafiltracién (PM-10)
% Cram. de intercambio i6~
nico con Sephadex-DEAE-A-50.
Cellulomonas sp Endoglucanasas Ultrafiltracién (PM-10)
1 62.944 Cramatograffa de intercam
IT 44’355 bio i6nico DEAE-Trisacril
’ - -
IIT 62,944 M y DEAE-Sephadex A-50. 27
v 76,880
\Y 142,914
VI 120,572
Cellulomonas flavigena Endoglucanasa 40,000 Cramatograffa de exclusién
’ molecular en Bio-Gel P-100 37
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tos que se van & ar'icar pare Ll senersaei ol £ UlE MO
tre ,TJI‘\"»\"E,CF_, depentden e las CoTnoloDd. Sticts G 8 il A
ma y e La dis on.bilidac Ge Los moteriales,

Ias enzimps con proteinas celolzvomente Ivd i-

RGN & la cesneoluwrelisacion e luuciivacidn bg

Jo cundéielones inanoroplaoas, por 1o gue O¢ puelen ser 5o
metiuas a los tretan enioy viclenios oue oow re.
cuente gnte o (& wertes, oltes -
terwgraturas, reactivos Tucrtes). Tare e iler ot
ralioacidn Geben ¢ noo o eleras o W nel anbe Jof rocite—
Bos ue s¢ van g oen lesr gl trabepos g. (Dizon,
199 )is

Les condrclonse Ce vglel ladae varisn an lse o ie
reptes erzimas, Derc &n penere’ fshen ser evitades las --

temuarptiurr ¢ gliee, &8 recomenisasle Ao exnonerlss a i ef.e
ratiyiras arriba de ls corporegl; muachas ourificaciones sor
llevaties & &0 & 0%, También debs evitarse € use de

goliiones hoivns o lcalines, ps ruse le mevoris de lss -
enz mac Son Lmaviovates 8 ¥ menores fe 5y meveres de 9

-

&
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Tos mesns moleculares reno~tacos nera ertas enzimas fue-
ron de 40,000 D para 1a endn=glucanasa CFA v de 57,0n0 D
para la endoclucsnasa CFB. Por otre lado, Prasertsn F. -
7 H.:. Doelle (1086) rennrtaron l= sena-acidn v cararcte-
rizacifn de las celulasas de un filtrado de cultivo de =
Cellulomonas sn. an el cua encontraron seis diferentes -
cocmnonentes con actividad de endoslucansc=s cor nesos mo

leculares entre 44,000 v 143,000 D. (Tabla TV).

En relacidn esvecificarente con Ceilulomonas ——-—
flavigena, Thayer T.%. y col. (1984) nurificarcn varcial
mente Ce un cultivo de este microorranismo (clave ATCC—=
482), 2 carboximetil celvlasa con un neso moleculzr de
40,00C Z. -or medio de cromatosrafias é= exclusidn mole-

cular en Bio-Gel P-100 v Sevhadex G-75.
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Aiclar 1 poropterisasr naregislrmente i=2e o

reinlesars rne farmen 21 enmmledn anzimsti

e liharadn ~nm Cellnlamonag floyiceng —=

roenrt 2ndr en hPoca e de Qqﬁﬂ_

Chietivos Pz-finulares;

T Leterminor 1= pirdtipn: fAp pAmepd e an

trn = vmefurr AT Fe eroirag ralyylald

tices d2 C. flavigens.
II. Aislar el cormrlejo enzimético extra
celular medisnte el uso €ée seles —-

y/o solventes orsénicor.

ITI. Definir la actividad v nespo mnlacn-

lar d= las enzimas recunersdas.
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METODCICGTA

Miernarseniemn, Se 1tilirzd 13 cera silvestre fs -

Cellulomenasg flavicena, sicladg g nertir del enltivo mixkn

intarragn rar Xenthamnnse agr, v (0, flavi-arzs plerase ODBRah-

532 v ATCC-31920. (De 1a Tamre, “0R1)

Conservyars Ar AR pAs? +ivo. Fl enisivra ez ==n*+nir

en tuhos cop medio minexal, acsm 2l 2%, es=vhoviretil-celn

lnoe=s a1l 1" w extrsctns e levsdura al 0.062 % (De 1a Torra,
1094, Une wvez rue se cembrd, £s in~ubaron 1ns tnhre a -
377C »o» 48 horae, v se goneanysven an vafricersridn en--
tre 2° g4 4°C. la resievirz ée lee mismas se reslizd cads
mes.

Sustrato. E£e wtilisd herazg de ecaTa, tratedo rre

visamente ron NaQH al 27 (De 12 Torwa, 11691), Tesnuvée de -

.

ls # 20 e un

rayée de vz mal

g v y
lawrado v secedo se =22 =

molino ce cuchilles (Arthur H. Thomzs CO. Scieptifiec =—--

Arrepeiue).
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Crmposicién del medio de cultivo

A7n= e la llave 1000 ml
Barawo de cafia 10 o
Biotina 107° me
Tisrmina 4 mer
KaCl £ &
(:;u)gsoa 2.5 =
VF\a)_B 2,5 o
CaCl, 0.1 &
NQSOu 0.7 =

*os fosfatos se mrer=r=-on mezclando H,PO, al -
85% v KOH (en lentedas), hasta lleva> = 1a anlueién a3 un

nH = ? . Todas las sales fusren erade incurrmis

Prenarazr~iin 7al indculo. En un matraz de 500 !

se colocaron 107 ml del medio de cnltivo, v e le asrecd
una susrension celular de C. flavigena ohtenida a nartir_
de un *uho da conservacidn., Ia mezcla se incubd s 37°C -
nor 48 horas, con aritescidén constante de 200 r»~m. Poste-
riormente, se tomb una 2lfcuota del cultivo anterior, se_
inoculd un sesundo metragz en wns rel-~cidn 10% v/v. v £o =

incubd en las mismas condiciones de temperstura v z~ita--

cidn vor 24 horas.
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Cinética de crecimiente. Se "r:=lizeron tres el

néticas, parz 123 cuzles se Ntilizd un fer~entador ——=-

(TH-Tnrireerins C2 ITMD) de 3 litros de cr-peifsd, &1 —=
cuzl fué inoculadoaa nertir de un eultivo de 24 horag,
en mma rel=cidn 10% v/v. ILas condicionecs de operscidn_
fueron: 200 rom, 0.5 vvm ¥ 37°C. Fl musstrec =a rasli-
28 anroximsée~eonte cada 4 horss hasta oue =1 rrltiwvg al

canzd la fese estacionaria.

El c¢recimi=nto se cuantifiecd inciresrtarent~ par

le turbiderz precantsda nor las muestras, a una lorcitnd

hLY

de onda de 660 rnm. FPravi=smente s realizd un= curve ti
vo de la absorbancis a 660 wm, orr Tesrastn 5 Is bBinma-
sa del cultiveo filtredeo en unag chimere milli-are con uns

membrana tipo HA-C.4%5 ur.

Determinacién de Activi =d Enzimdtica. En cads_

muestra colectada =& midid la sctivid=d ce ulolitica ——-
por medio de lz técnice de Mandels, comc se incica (Ponce,

1982):

Actividad sobre cartoximetil-celulosa (CMC)
Reactivos:
a) Solucidn cde CMC al 1% en resuladnr Tris-FECl

0.05 M oH = 7.2,

20



h) PBesetive de Acidn Dinitrnealiecilice (DNS)

e¢) Resuledr~r Tris-HCl 0.0%5 M »¥% = 7.2

In ar tibo de engave a2 gnlofston O0,% w1 dz la

= W

snine an de ZHC 7 O 2 mues nyimdtica

W

re 2

ct

e
B

mezele £ 20itd v ze ‘reubd a 50°C por tres rinutos. -
La resccidn se Zeruvo enn 3 ml del rsachtive de IZHS. --
ILos tuhos se colocsror en bafo Meris dursrnte 5 mir. Se
deizron enfrisr = terserstura ambhiente ¥ se aforsreon a
A0 w1l cun ssus destilzda. Tz shecorharcia de 1== mmes-
*ras se leyd 2 =50 nm. terienén nr Flanee ds resctivos

e AT TS ety Y S g
murg eon 1= Tnesire ¢ iratice.

Activided =scnre na-=3}

n
0o
(¥

Re=ctivos:

a) BSolucidn resuladore Tris-HC! 0.05 M vH = 7.2
b) Tirag de narel Whatmen # 1 de 1 x & cr.

¢) Resotivo de DNS

21



Frocediriontos

e marerlA 1 ]l Ae 1a mpeaetma AnsdimAtien v A1 m] —
el pornlada=, e arrecd ypn Fira de nanel v s inevnbd -
durante A0 minmtors a 4'—'\:00, Is veneceidn =e detnyn com 1na
adieidn Ade 3 ml Ael resctivo de TNS, se mico a ehulli-——-
cién nor 5 min., se deid enfriar ¥ ne aford a 10 ml con_
a"nn destilada. La ahrorbancia ce levd a 550 nm. De 1a
misma forma se nrenararon un blanco de enzima v un blan-

co de custrsto.

Las actividades celuloliticas se renortaron en -
unidades enziméticas (U.E.), con U.E. = 2 la cantided de
enzima nece:2ria pera liberar 1 uM de celobiosa por minu

to. Ios snAlisis se realizaron nor trinlicadn.
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Recunerncifn dn lae epzimas. lna ves arecidn —=

sl .enttivo en lag condiecinmes seleceionrdses, ce fil4rd a
travée de una malla de nvlon nara racurarer el barazo T
sidual. ¥l epetratn recuperado se 15v6 con arua dectila
da v Asta se arrevd a2l calde de cultivo rera su ecentrifu
earifn, 1a enal se 11evH 5 cabo a 13,000 rnm v 4° ¢ nor_
30 min., para trabejar con las enzimas solubles. Fn el_
snbrenadante aue re ottuve re evaluaron las ackividnades_
enziméticas comn ce describid anteriormente, v se widiﬁ_
12 ecantidad de nrotefna por o) método de Lowrw, modifica

Ao nor Herhart v col., (1971).



Precinitooidn de nryrsiroz, ey mvmpadiA = weAanva

nep las Drﬁ-‘—g_ﬂ'nﬂ_ﬁ- rraternda 3 rakdeanlae nawa s mrepimitan

pﬁér\; lag conepntraricrmas de Tar e~lyartes gnedinipns, se

elimieron 2n Preae a Frabedirrs mmeyige mealiendins nmor Pance

N. (~emmicacidn ~erennall,

1) EBtennl. El c~lrrente ze zrrec~d =] exitrssto en

zimdtico 2n un= rel=cidn 2:1 v se deid rreci-itar

per 3 “h?qé. La nrecinitacidn =ze realizd en 1msz -
muestra, Tor trinlicedo.

2) Acetona. Se probaron dos releciones solvente-
muestra : 4:1 ¥ 3:1, deiéndo=e rmacinitar vor --

3 horas. Se erml=srrn dos muestrag infenendientas

v por trinlicado c~d2 una de fstas.

3) Sulfatn de aronio. Se emnrlearor 2 econcentra-

ciones diferentes: 14, 36 v 60% n/v. Lr sal se_

apreebd 2] sobhrenadante, =e mezcld v se deid nreci

vitar durante toda la noche. Pera cacd= uno de lnos
norcentaies se emplearon dos muestras inderendien
tes ¢~n *tres reneticiones p=ra c=2é= caszo.

En todeos los cssos o1 rrecinitado se recunerd cen
trifuerendo las muestras a 10,000 rom por 10 minntos v se
resusnendidé en un vollmen conocido d= rerulsdor Tris-HCl _
0.05 MpH = 7.2 . Todas las nreciritaciones se 17evaron_

a cabo a 4%g,
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slim naciln d: cul2e. Tae 1 clans sreciriaics
con (534)2804 fueron de:-ladas a trevés de unz colurna -
de lephcdex G-25 de 2 x 20 cmey utilizondc como eluyente

el rismo rerulador erplrado pera la recur “erncidn.

Cromatografi i i cel. o montd una

cr

enlumna con Se hadex G-10C, de SC em. x 1.6 cm. la cual_
se equilibré con regulador Tris-HCl C.0. . PH=7.2 . Se_
colocaron 5 ml de 1ln musetra pro‘eica r se el yd con el_
mismo rerulacor, recogiéndoce fraccionez de 11 ml., "1 =-
rroceso se llevd a cabo = 4°c., ! estas frocciones se¢ ——
les Ceter:iné lz abscrbancis a 28C nr. en un espectrofo-

timetro Fer in Flmer - 3A.

Electroforecic en geles de poliacrilamida. (La--

emmli, 197S8). Las mucctras se corrieron en peles de po-
liacrilemicda al 7.5¢%, tanto en condicionecs desnaturali--
zantes como sin SDS. Se aplicd un voltaje Ce "0 voltios
micntras la muestra ccstaba en el gel concentracor (pH=6.R)
Yy una vez cue alcanzé el ¢el seraracor (pH=8.8) se aumen
té6 a 1C0 voltios., Este voltaje =e aplicd hasta cue el -
colorente estuvo a 0.5 cm apro:imadamente del borde infe

rior del  el.
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sr ~“priieiones no Ges
natussl s ter, fden X5 97 o o = s e re-
cortd ls banda 28l gerrimisnto, ¥ od = o 1R mingee
tog en wne sclucién roludildizefera com EDE 3l EuSfa S
Tués se 27loed la banda recortzdz er ls v-Tita sinaric- ¢= -
un gel con ELE vera su corrimiento an =acrunfs - pangifn. Zs
arlicé volisie nonckente Ge 30 woltics.

Tincién econ vleta nare vroteinas., Se = =-nid una me-
todologia en base = una co~binacidn de las técnicas descri-
tas por los proveedores de Eioc-Rad, ¥ por Wray ¥W. ¥ col. —-
(1981), como se indica:

Rezctivos:

a) Metsrol : Ac. acdtico 40:10 % w/v.

b) Btanol : Ac. scético 10:5 % wv/v.

c) AgNO, al C.8%, F=CH e IH,O0H. (Se disolvieron -

0.8 & de nitrato da2 plata en &L ml de =cva dag-

ionig=da

de

29 ml

14,8 M,
lueidn e=
d) Revzlsdor.

co al

de NaCH 2] 0.3F% » 7, &

Se mwezcleron 2.5

1% con 0,25 ml de formalderido =)

v se acrecd cots 2 rota an nns ~azels

& =) = IEOE -
g M =1e e se

de uszrse.
ml g deide pitei
8% y_

se aford a 500 ml. (Ia solucidn dehe Gz sem —-—

fresca).

e)

Acido acético al 5%.
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Procedimiento:

El ee]l se sumersid toda la noche en la solucidn_
(a), desnufs se carbid a 21a solucién (b) por 15 minutos;
enseguidz ce reazliz=ron dos lavados con acua desionizada
por ‘5 rminutos czdz uno. Una vez enjusraco el zel se a-
er=gzd lz solucién de platz por 15 minutocs, arsiténdose —-—
s rorimaczmente a 50 rpm, se lavé el Fel con asuz desio-

iz=ds por 10 minutos v se sumereid en el revelzdcr has-

3

ts one srarecieron las bandas (arvroximadsmente 15 min.),
en este momento el rel se lavdé con arua ¥ el desarrcilo_

del color se detuvo cen 2cido acético al 5%.

Tirecidin parz nroteip=zs con azul de coomassie. Se

a técnics citada por Maizel;(1S71).

1) Fl mel se sumersid en una solucidn de azul -
de coomassie al 0.2 ccn 2cido acético a2l 7%
v metanol al 30% vor un neriodo de 2 horas.

2) Posteriormente se hicieron verios lavados —-—
del gel con una solucibén de acido acético:me

tanol 7:30 % v/v.

20



Determinacién de peso molecular en electroforesis

en rel de poliacrilamida. Los estandares empleados para
determinar los pesoé moleculares fueron: AlbGmina de bo-
vino (66,000 D), Ovoslbimina (45,000 D), Glisqraideﬁidq_
3-fosfeto deshidrogenasa (36,000 D), Anhidrasa carbdnica
(29,000 D), Tripeinégeno (24,000 D), Inhibidor de Tripsi
na (20,100 D) y «=lactelbimina (14,200 D) de la marca =-
5IGMA, y se corricron independientemente de las mucstiras
enzimdticas, en un gel de acrilamide al 7.5/ bajo les ==
nismae condiciones mencionadas para la electiroforccis --

con {1E.

Identificacién de ectividad sobre CMC en los fe-

les no desnaturalizantes. Se prepararon reles de araro-
sa tipo I (Birma) al 14 y CHC al 0.1% en reculador Tris-
HCl 0.05 M pH=7.2, desrués se empalmaron en reles de po-
liacrilamida con las nﬁestraa corridas en condicionecs no
desnaturalizantes. Be envolvieron en papeles himedos y_
se ensayaron diferentes tiempoé de incubacién de 30, 45_
y 60 minutoe @& 50°C en una estufa lLab-Line Instruments,_
Inc. Una vez incubado el (el de ararosa, ce cumerpgib en
una solucién al 0.1% de ;ojo cbnco por 15 minutos a tem-
peratura ambicnte, posteriormente se eliminé el rojo con
o y £e ediciond laCl 1 M durante 15 minutos, se removid
el NaCl y finclmente para contractar los halos de hidré-
lisis ce agregd HC1 0.1 N para virar a un tono azul. ---

Mge Kenzie, y col. (1984). (Seis muestras independientes).

W
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Identificacidén de actividad sobre celulosa en e-

les de poliscrilamida. Se emnalmd un gel de poliacrila-

mida corrido en condiciones no desnaturalizantes con un_
gel de agarosa al 1% y solka-flod al 0.1%, se cubrieron_
con papeles himedos y se incubaron entre 45°C y 48°C du-
rante ocho dias, periodo durante el cual el gel fué ob--
servado cada 24 horas vara localizar halos de hidrbélisis

de celulosa. Mac Kenzie y col.(1984).

Se trabajaron tres muesi.ss independientes con -

una sbla repetiecién.

+ polvo de celulosa
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reciniento v nroduccidn de celulasas

Q
tabs
o |
8
f
I
e}
m
g7
b
%]

Iacs cinéticse realirzadzs cnn Cell:lomonas flavirena

crecidas en barazo de cafa al 1%, se realizaron con el ob

enpgi-

"

jeto de ele~ir el moment~ adecuszfo naw3 ontener la

mag celnloliticas del e=1do del cultivo.

n la Fieura 3 se muestra la curva lo~7stic

i)
D
3
3
5]
1.3

trada, dorde se mueden anreciar uns fase de adartacidén --—
del microorsznismo de s»roximadamente 4 horas sesnids de_
la fazce de eraciriento exnonencial c¢on na du-acifén de a-
nro¥irsdamente 28 horas, = finzlrente la facze estaciorn=—

ria oue =g alrarzd alredsdsor de l=2z 32 horas.

In la misma gréfica vodemcs ver cue la activided -
celulolitica se oresentdé desde el inicio del crecimiento_
hasta la fase final c¢el mismoj sin embargso la actividad -
enzimdtica sobre CHC alcanzd su méximo nivel a partir de_

las 28 horas, mientras cue la mavor actividad sobre P.F.

ce manifestd desde las 24 horas.

ILa velocidad esrecifica de crecimiento del culti-

vo se determind linearizanéo los nuntos de la fase exvpo-
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nercial entre lag 4 v lss 30 h., »2 * 'f=ndo nne veloeidsd -
esnecifica de creciriento de 0.70° sramnes de hiomasa en wm

litro de cultivo. por hora. (Coeficiente de ocrrrelscidn ——e-a

0.00E)'

Fn hase a los resultsdos obtenidos se orn=d ror sena

rar s l=s c=2'ulasas del caldo del enltiveo en ' nerfnda cov

vrendido ertre las 28 ¥ 2 hor=s 82 crarimisartn.



Crecimiento (g/1)

FIGURA 3.

CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE CELULASAS DE

Cellulomonas flavigena CRECIDA EN BAGAZO DE CARA AL 1% .
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para liberar 1 pMol de celobiosa



Recuperscidén de las vroteinas del ec=ldo de enltivo

Una vez seleccion=do o1 tiemno de cracimiento en
el cval se ibs 2 realirar la recuverascidn €= las enzimas,

se nrocedid a probar difasrentes =centes de nrecinitacidn.

Como se nusde ohsemvar en e! Cuafro V, a nartir_
de la precipitacidn con etznol en uns relacidn 2:1, se =
obtuvo una recuneracién de vroteinss del 39.A% v de acti
vidad sobre CMNC del 18.87 ¥, r=azultsndo una nérdida de -
la setividad especifica del 52%. Eesta dieminneidn en 1s
activided se dehid probhzhlemente = un lisero incrermento_
en la Ltemnerstnra lc cual ~mdo nronicizr 12 dagnsturali-
zacifr Ae lac -~»oTainac sn 1a mezrls can etanol.

Cuznda se rreciritd ccrn reetera ar ra melanidp

3:1, se recobrd un 287% de rrotefnas vy un 40,85 Ae setivi

dad sobre CMC, mientr=e gue al aumentar el vrlfir-an @21 -

gnlvente a2 una relacidn de 4:1, =~ encontrd 1rmz Adeninn-
cibébn de =stos rorcentajes de recureracidn f=arto =n 15 —o
protefna como en la actividad. Al emplesrse e=s solven
te se observd ls formacién de un panuete derifc a 1= =vrs

gacién de l=c »roteinas como resultséo de 12 disminucidn

del grsdo cde ionizacibén de los grupos R de las mismas._



Este “acuete nrerentd »chlamas nera su resusnensidn en
el reculador dehido rrourcshlarente 3 cue la femperatura -
. - . O . - . E .
de trabzio fué de 4 C rars eviter l1a desnsturalizacidn -

de las erzinns.

Jamil v col. (1GFR) trsheiando con C. flsvicena,
lorrarnn identifirsr 4 erdnoinecanssas en =] snbrenadante
al mreciniter lzg rrotairse ¢~n acarana 21 ROY /v, ain_
emharcn =stoe sauntnreg mn rerneiaoresn evs efiniencirs de re

cnperacidén.,

Por otre =

Bl

~

. ~ngpda e ntiliezA 2] ~uifato de A
monio er Jae fdifermartag concentraciones como asente nre-
cipitante, 72 ragunerscidn *ante ¢e mrotefnss como ée ac
tiviésd zohra CMC ee incrersntd &l sumentar la ccncentra
cién de la sal; obteniéndose el 63% de la rroteina origi
nal y el 73% de la actividad sobre CMC desruée de desa--
1=av las muestras oroteicas mrecinitadas e¢~n (ﬁH4)3804 al

80% o/v (a-~roximadamentes C8Y de szturacidén).(Cuadro VI)

Il obstante haherse obtenidec urz actividad esne-
nifies m=ver gl nrecinitar con acetona, se selecciond la
orecinitacidn cor enifsto de amonio debide 2 cue rresenth
al*tns rereantatase fe rmaarvarscibn v se resustendid faecil
mente, mientras rus ] racuete formado nor la rrecinita-

¢cidn ncon acersna no se resuc-e~did harmorensaments haedien
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21 correrla en “137 -uadd reterida en ¢l nuntz de =2n7ina

cion &n el el.

nresante
rign e

Vaidve

1
)

=a:me CFC losrando une activided especifica
mavor, lo cnzl los llevd a 1la sersracién de una sola en-—
dorlucanasa.

liacris (71984), trabaianéo con 'm cultivo de ————-
Alternsria alterrata lo-rd recunerar hasta wn 80% fe =c
+tivid=d sobre CMC 21 bprecinitar con sulfato de zmorin al
80% Ae saturacidn, sin embareo su recunevac’in ¢e ~rotai

n

it}

fud ralativamente bajia (39%) 1o cu=l rnds iperamente-

e antiyided se-pedfina, Por ntrn lado SarmAswm o Ohow__

dra (1028Y Tacrsran recimersr hastg n 82Y As =~sdiac g

sobre (¥C, €= un ~ultivo del hoanco mesoffiicn Homicolm -
s=iseas Fv al ad cicrem 1= misms eal al &0 p/v rin na -

recuneraniAn del 787 de ~rotefna.

Cahe =ergioner cue a3 las fechs no hav rerorts so-

hre reecuneracifn de nroteinas de C. flavieens con esgta -
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CUADRO V. RECUPERACION DE PROTEINAS A PARTIR DEL CULTIVO DE Cellulomonas flavigena.

PROCESO PROTEINA ACTIVIDAD ACTIVIDAD RECUPERACION ~ ACTIVIDAD
TOTAL (mg) TOTAL/CMC (U.E.) ESPECIFICA PROTEINA Y ACTIVIDAD/CMC ESPECIFICA

Sobrenadante original 4.79 8.12 1.69 100 100 100
(10 m1)

Precipitacién con:

Etanol (2:1) (4ml) 1.9 1.532 0.806 39.66 18.86 47.69
Sobrenadante original 3.68 6.13 - 1.66 100 100 100
Precipitacién con:

Acetona (4:1) (4ml) 0.736 1.58 2.14 20 25.77 15,91
Acetona (3:1) (4ml) 1.036 3.064 2.95 28.15 49.98 17%%
(NH4)2504 14% (4 ml) 0.568 1.384 2.43 15.43 22:.57 146.38
(NH4)250 36% (4ml) 0.776 1.984 2,55 21.08 32.36 153.61
(NH4)2SO4 60% (4 ml) 2.296 4.316 1.87 62.39 0.4 117.6%

U.E., = Cantidad de enzima necesaria para libcrar 1 pMol de celobiosa por minuto.



CUADRO VI. RECUPERACION DE PROTEINAS A PARTIR DE UN CULTIVO DE Cellulomonas flavigena, DESPUES DE

DESALAR EN SEPHADEX G-25

PROCESO PROTEINA ACTIVIDAD ACTIVIDAD/CMC RECUPERACION ACTIVIDAD
TOTAL(mg) TOTAL ESPECIFICA PROTEINA ACTIVIDAD/CMC ESPECIFICA

/CcMC
(U.E.)

Sobrenadante original 29.634 46.134 1.55 100 100 100

(66ml) ;

Precipitacién cons

(NH,),S0, al 98% de

saturacién (60% p/fv.).

Desalado por columna de

Sephadex G-25. 18.906 34.017 1.79 63.7 T3.7 115.4

(Dilucién 23 ml.)

U.E. = Cantidad de enzima necesaria

para liberar 1 uMol de celobiosa por minuto.
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Una wvew riye fueran de=slafae las prateir=es. ea nrn
redid a ~emngrar 1a mestrs per vedio de une cromatnTrg——-
f{ﬁ de fi1+ﬂpﬁi%h. DPFr”éﬂ Ae 1= gawqun%éh‘ ce miﬁ%é p—
12 eantidad fa mrataina en lse frerpinnes coleectades: v -
nera noder detectar lasg artividades anpinmdticcs, fné nere

gerin ronesrtrgr 1oe Pres-pinmegs, nor 1-‘|-I-_P—J"-"l+—-r|.-r\~i6p cnn

ma memhrona Floa0,

Fl matrin Ffa alucidr ohteridr =g miectrs an s ":
enpa 4, conde e= musia chesnysr 1s rrecencia de 3 nirps -
de activided sobre CMC, derrmirodne T, II, v TV: v 2 re--
ouefios picos de a2ctivid~d snrre “.F.. enfalrdne nomn T, -
JI, v III. En los niros T v II, coineider a~has eor*ivida
“ze, mientras rue los nicoe TIT » TV, -resenvar =activid=d

‘micarmente enbre F.F. o Ci7T, rers-ecTiva~ap®a,

Nn orstente la= sctividades detaectacdss, "7 serasma
cibén de r~rotefnas nno fé ecomrleta. va aue ze »vzde gbser-
var =nlaramiento de los velles gce los nincs o-tenifos. —-
(Fiur= &), ZEsto nudo deberse rrincinalmer e, a "na w=lsz
diet~itneidnr de 1a muzstre en 1z colvmra de senhacex, co-
ro resvltado. nor un lsdo, €z cus =1 yalfirer de elneidn -

del primer niecn de activicad ocue =snarece, coincide con el
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veldner ‘ragic ds la columne y dor "o ten%to, con e wold=-
man de evclnsibdn moleciulsr del senhadex emnleado; v, por o
tme f&ﬁn a la alta viscociisd de la miestrn, en reTFcién_
aon @1 eluvente (2.2), 1la cual es aferis wna limitante va
ra lse epsntidades de ~rocteina gu= =ueden travajarse en el
aorrimienta. ‘kannel eobre érewmstorrsfie de filtracidn de

Tha - 3 - Nociye U Y e Y
Pasrmeela ¢ha jrals)

slecirofor: “is eon SIDS

Tr= myeetr=zgs ~orrssnordientes s 1os nicos con se-
tividee salwloltics defin “r= 2n 1a craovatosrafia (Fimi-

Ta 4). fuers» porridag on me =" antroforssis con SDS (Fi-

~avas - v A), d-ndés se oheszvaron los sienientes patrones

T~ T mueripy ¢=) pico T, se cresrvan dos bendas
¢e =r-tei-s con pescs molechlares ¢= 20,000 D, nesos aue

ne ermeyenian ern el welimen de elveidn de lg mestra, ==

ug osre "2 e ranciond. enrrarmonds 21 Tplnimen wvacio de
ia #z2u™ns ¥ vur '8 fterin, €1 neso molecul: de laz enzinms

1

f274mage dengris de ger soroximedamente i o mayor g -

heme 2 1n snterior, 7 avnaro a nue en

]

e corr

T Y

eron lgs miestra

-,

=, Be nresenta

ma e=hé Tormada sdemés de las bandas mencionadas, nor —--

iTo)



otras subunidades con un veso molecula™ maror, oue no =l-

canzarcn a definirse sn el barrido.

Ta muestra corres—-ondiente al pico II, presenta -
una banda ancha con un veso Toleculsr estimadeo de 25,000

D. En base a que ¢l veclimen de eiueidn de esta mucstra,-

-

estd muv cercano al del nico

. v 3 gus ern la elecirafore

sis corride, esta banda =z glcanz= a2 obhcervsr T="I4p rrn

las handas del arimzsr wico, £1 zeso moleculsr (e w @& S
nayor: D09 16 U@ es nuY proqalls fue evsa envims anté -
forpada por des suhbunidsdes, eon veses rolaculsres fsme—~

fantes, nor lo cual sparcecen core uns gola barda.

En la muestra del pico III, sn=rece una handa con
un neso mclecular de arroximederente 47,751 D, hav cue re
cordar cue esta muestra presentd nicaven-e trezas de ac-
tividad sobre F.F. Ia muestra del nrico TV no =learzd = -
definirse claramente en el gel, ner lo cue ne Inéd naed

ceterrinar su uveso molecular.

Comc se nudc obgervar en el analisis antericr, =-
los nescs moleculares se estimarcon en hace a 08 estonca-
res de nroteine, mencionados en la metodologia, v a los v
l0menes de elucidn de las nroteines en la cclurns de se--

nhadex G=100.
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T ert ot aract o Wi s e oneal

Iim

v oheesvd ninen handen, 1 frente ron o)
colorante micrd nerfreramenta, =in emharro al revelaree
el rel, Mmicomrrte oo ob ervd ol patrdn de nrolefnns —=
(fiwa)y 1o eunl dndicd una bineidn corrvects, micontras
cue 1ns muestras no o detectaraon. ks »rohahle oue 1n_
wnn tra ea hava elni o 21 sumerir ¢l el de la nrimera
corrida, en 1o rolucidn solubilizadors con SN al H.A%;
o, nrue la concentracifn de 1a mur: tra coricida no hayn -

sidn suficisnte norn detretarse en 1n Lineidn,

Determinacidn de 1an mctividndes celulolilicas

en los geles.

Tas muestras empleadas nara debtoetnr 1ns neti-
vidades enmimAticas fueron concentradss a prrtir del ro=-
brenadante oririnal del cultivo de C. flavicensn por don

vias diferentes: por vltrafiltracién = tr-vids de nna men

brana PM=10, ¥ por el rrncedimientn de nreciritacidn --
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A

con sulfato ée aronio v desaleado en sanhadey =70 w3 des-
eritos. Tn tedan las maestras rrpirfas o] rotpAn de aetl
virtad enaimaticas encontrado fué el micrn,

Actividad sovre celulasa, o nudo ohservarae an -
el ~pl de asar v enlka floe a%n dresmnée de 8 dians de ipen
. <7 =0 o S 5
nacion anire los 457 v 487°C, rrahabhlemente dehido a Ins -

niveles bajios de actividad cde exorlurnanasas.

Actividad sobre CiC. Se loerd detectar inicialmen
te eomo vna banda corrida en la mitad sunerior del eel, -
al inecubsr Jas muestras de 40 ul nor €60 minutos. Con la_
idea de definir cuales bhandas de nroteina corresrondian -
con la actividad se nrobaron diferentes voliimenes de mues
tra asi como tiemros ¢e incubacidn v se losraron identifi
car cuatro bandas activas sobre CFC con Rf. de 0,055, ===
0.13, 0.37 v 0.4 resnectivamente (Fiﬁura; 7 v 8).

:
Asi, resumienco del andlisis de actividades enzimi
ticas ftenemos por un lado, de una muestra corrida en elec
roforesis sin desnaturalizante se detectaron 4 bandas --
con actividad sobre CI'C en los reles de ararosa, y nor o
tro lado en hase a la sevaracidén nor cromatoprafia de fil
tracién de una muestra nreciritada con (1*1]*14)280‘,+ tenemos -
tres diferentes fracciones con esta actividad, dos de las
cuales presentan actividad sobre el P.,F. v una celulasa —-

oue aparentemente sélo actia sobre P.F.(Cuadros VII y VIII)
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CUADRO VII. CELULASAS PRODUCIDAS POR Cellulomenas ffavigena
REGISTRADAS EN GELES DE CMC.

CMC-asas Rf
1 0.05
2 0.13
3 0.37




CUADRC VIII.

SEPARADAS PGR CROMATOGRAFIA DE FILTRACION

CELULASAS PRODUCIDAS POR Cellulfomonas fLavigena

(SEPEADEX G-100).
PESO MOLEC CMC-asas ACTIVICAD s/P.F.
{Daltons

Z 16 3o " + +

70,00° + +

f.d + =

& B - +
* n.d. no detectado er. la 2 stroforesis.,
e ) S a m=tief =v hges g1 volvimen de elucidn

calumns de sankadey G-100.



Ios pesos moleculares estimados en ecte trabaio -
para las enzimas liberadas vor C. flavirena, se encuen--
tran entre los valores reportados por otros autores tan-
to para sistemas fingicos como para sistemas bacterianos

(Cuadros III y IV).

El nimero de CFMC-asas encontrado (4) en el nrercen
te informe coincide con los resultados obtenicdos ror Ré-
guin y Eisen (1978) qguienes encontraron 4 C[C-asas en el
caldo de un cultivo de Cellulomonas sp. crecidc &r nolveo
de celulosa .como fuente de carbono. Por otra narfe Ja--
mil y col. (1988) cultivaron a C. flavicena en aviracro_
de levadura, Avicel y Twen 80, y encontraron 7 fraccio--
nes activas sobre CMC libres en el sobrenacante v silo -
4 CMC-asas unidas al sustrato, exnlicando a las fraccio-
nes libres adicionales como:probahle ramaltrde de monted

lisis.

La existencia de enzimas tanto cen rsetivic-d® éde -
endo—ﬂ-1.4—z]ucanasas como de exo-p-ﬂ,ﬂ—FTHﬁwwn~ﬁr ha i
do renortada nor varios autores. TPétré v ecnl., (1096) +n

rificaron vna endorlucanasa de Clostridinm +hrr ornllnm
nroducida en E. coli por el mene cel C, oue rrererin ade
mas trazas de actividad sobre p=nitrorhensl=h=T=rcllnbid

sido (pNPC) (sustrato que es usado »ara identificnr nrti

vidad de exo-glucanasas. la enzima ouri “icada ftiena un
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nero melecular de 39,000 D mientras que la celulasa pro-
ducida c¢irectamente por la cera de C. therrmocellum, co--
rresnonde a 40,000 D debido nrobahlemente a ¢licosila- =

cibn.

En cuanto al pénero Cellulomonas, Gilkes y col. -
(19R4) trabajando con C. fimi ATCC-484, enceontraron una_
endorlucanasa de 56,000 D aue nuede degradar también ---
nNPC. FUC v xilana. En 1986 Frasertsan y Doelle senara-
ron nor cromatorrafia de intercamhio iénico, a rartir de
un eultivo de Cellulomonas sp., & diferentes endorlucana

sas nue a su vez nresentaron actividad de exorlucanasas.

Bagnara v col. (1986) a nartir de las celulasas -
nrodnecidas nor C. fermentans, anslizaron 1a actividad de
las miemas v ene' ntraron nue ftres de 1an bhandns ohteni-—-
das al correr una PAGE no deenaturalizante fueron neti--
vas tanto sobre CMC como en Aviecel. Oftros antores aue -
mencionan 1la nreasencia de 3 diferentes fraceciones con —--
actividad de exo v endo-rlucanacas son Rodrirnez v col.-
(1888) oauienes analizaron nor HFIC el sobrenadante de -
un cultivo de Cellulomonas sp. II bec, crecido en bagazo_
de nifia, v ohcervaron tres nicos de actividad scohre CKC_

sobremuestos a ntros fres con actividad sohre P.F.
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Tos renortes merciona’cs as® eomo 1o encontra

do en el onresente trabain z2novan la hipdieis ¢

0

cue alpunas endorliugrrasss muadan losrar 12 higrélj

sis de celulesas e¢ristzlins ecme rosvltado de la ==

fermacidn <Le commleioe s-zima-csustreto 2 Il lersr =
de 1las micrelfikillge, debiliténdose 1los cnlaoras da
hidréreno entre Ias eaczrnas ~lucosidicag l¢ e " _s&~
va a un rarbio ccnfrrmacionsl de la relviosa, nermitién-
dose de esta maners 1z Wifde{liziz de les erlsces rrnva——

lentes( Hofsten, T.V., 7075).

Al resnecto, Fayer 7 ccl,(1G87) realizaror estudies
con celuloscmas del gérero Clostridium y observaron cue_
la distancia rromedic de las zurnnigasces deo vreteina nas
grandes oue forran un celulosoma es de & nm avroximeda—-—
mente irual a la loneitud de un celoclizosacéride de cua
tre unidades ée celcotiossa. Eilre ~ozhularon aue al so-
laparce una cedzna de celulosa en "n3 cadenz de snbunica
des dal celulosoma pusrfe ocurrir un corte miliiple ¥ si-
ltsneo, 1o cue cen-raria celcolicosacdridos de L urid

des de celobiosa, de la misma fcrma cadsnas con snhiri
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comn la encentrada en el sobrersdante de C. flavisena en
este trabajio, es nacessrin rzcorcer ane no existe wn sus
trato especifico para det v rrn eshia antividad, nor lo_
nue nara definir 3% uns enzims =25 una é?ﬁ—p—’,L—‘”UCQEa—

sa debs nrocederge a su nurifiiercidr =rwe ans e poese

+igrmante 1n0s —~roductos cue formme (uvant o Ja T AmATE e
fe celoo)iwnsacdridos. ( Ro*son, 1GFC i
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1)

3)

COHNCLUSIONES

las mayores actividades celuloliticas en el sobre
nadante del caldo de cultivo de C. flavicena se -
aleznzaron en la fase losaritmica tardfa de creci
miento, lorrandcse la mayor sctivided sobre carbo
iretil celulosa a pertir de las 28 hores, mien--
tras cus la mavor sntividrc sobre narel filtro ce

oheeryd fecde las 24 horaz. Ta actividrd detectea

A

ds en F.Fe 12 mucho menc~ cue 1r recics*rada so--

hre CMO,

De 1ns arantes nrob=des vara la nrecipitacitdn de
rroteinas, el salfato de amonin a) A0Y% /v fué -
e! one ~indid la msvor recumerzcidn de las mis—-—
mas, v ofrecid un natrdn rerrecsentativo de las -
CiC-aras del sobrenacarle original, detectado en

gelcr Ge ararosa al 1% v CMC al 0.1% .

En el sobrenadante del cultivo de Cellulomonas -
flavizena crecido en haraznc de cafia al 1%, se en

contreren 4 actividedes enzimaticas sobre CMC y_

una sohre F.F.
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Resrunerer las ngllases ad 'nrhidas ]l sustratn
v cammararlas ron lae ecelnliaese Ame ca ennnen-

tran libres on el snkrens’ante,

Concentrsr 1ne crrmeng: entes oririnzles por —-

Il trafiltrars in

Para afecrtas de mirifipecidn de 1-s engimas

1

se podrisn porta~ folvrpss de raver yeld=en: v
utiligsr otros sonortes, crro el Rin-Cel, /o
soportes orn =finided nor 128 erzimee como g

roreanavaling A=se heraogs,
Purdificsm 1z rcainlass ¢ n achtividsd sabre na=—

nel filtro, mere definin nasteriorr=nte, &i es

urs enin o evo-B-(1,4)-cTncenzsa.
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