PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE UNA XILANASA DE 57 kDa DE Cellulomonas
flavigena CON AFINIDAD A CELULOSA
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Introduccion. La xilana es uno de los componentes
principales de la pared celular de las plantas y el segundo
polisacérido més abundante en la naturaleza. La hidrdlisis
enzimatica de este polisacérido es catalizado por enzimas
denominadas xilanasas, las cuales son producidas por
hongos, levaduras, algas marinas y algunas bacterias, y
generalmente son de tipo extracelular. Las xilanasas son
enzimas modulares bifuncionales que presentan un dominio
catalitico y un dominio de unién a carbohidrato (CBM).
Ambos dominios son independientes en plegamiento,
estructura y funcién. El estudio de las xilanasas se ha
incrementado durante los Ultimos diez afios debido a su
aplicaciénque en lasindustrias del papel y de alimentos.
Cellulomonas flavigena es una bacteria aerobia de suelo
Gram(+) capaz de utilizar celulosay xilana como fuente de
carbono y una fuente potencial paraproducir estas enzimasy
alafechase han purificado y caracterizado tres xilanasas
extracelulares de C. flavigena con pesos moleculares
aproximados de 63, 35y 17 kDa (Montesy col., 1997). En

este trabajo nos propusimos purificar y caracterizar una
xilanasa extracelular de 57 kDade C. flavigena, con afinidad
por celulosamicrocristalina (Avicel).

Metodologia C. flavigena se crecio en un medio mineral
suplementado con Avicel al 1%. Las proteinas adsorbidas al
Avicel fueron eluidas con etilenglicol y sujetas a
cromatografia de intercambio iénico (AEC) (MonoQ,
Pharmacia), utilizando un gradiente lineal de KCI (0.05M -
0.6M) aunavelocidad de flujo de 1ml/min. Las fracciones
con actividad de xilanasa se sometieron a una cromatografia
defiltracién en gel (GFC). Las fracciones obtenidas se
analizaron por su actividad hidrolitica sobre
carboximetilcelulosa (CMC) y xilana. La concentracion de
proteina se determind por el método de Bradford utilizando
BSA como estandar (BioRad). Laenzima purificada se
analizo por PAGE-SDS a 10%, utilizando estandares de PM
(BioRad).

Resultadosy discusion. La xilanasade 57 kDa se purificd
aprovechando su afinidad a celulosa cristalinaa partir de
cultivo de C. flavigena crecidaen presenciade Avicel. Al
término del cultivo, el Avicel serecuperdy las proteinas
adsorbidas a este sustrato se eluyeron con etilenglicol a
100%. Después de remover €l etilenglicol por filtracion en
gel, el extracto proteico se fracciond por AEC. El andlisis
electroforético de las fracciones obtenidas permitio la

deteccion de una proteinade 57 kDaen lafraccion
correspondiente al material que no se unid alacolumnade
intercambio anidnico (Fig 1, carriles 2-5). La proteinade 57
kDa se purificé por un paso posterior de GFC (Fig. 1,
carriles 7-8). La enzima purificada mostro actividad
hidrolitica sobre xilana pero no sobre Avicel ni sobre CMC.
Launion delaxilanasade 57 kDaa Avicel fue reproducible
y resistente alavados exhaustivos con KCl 1 M.
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Fig. 1 Purificacion de laxilanasade 57 kDa. PAGE-
10%. Carril 1, marcadores de PM. Carriles 2-8,
fracciones de la cromatografiade AEC (2-5) y de
GFC (6-9).

Conclusiones.

C. flavigena secreta una xilanasa de aproximadamente 57
kDa con afinidad por celulosa microcristaling, sugiriendo
gue esta enzima presenta por 10 menos un dominio CBM. El
estudio de las moléculas responsables de la actividad
xilanolitica de C. flavigena nos permite mejorar nuestro
conocimiento sobre la biologia de esta bacteria; y a mismo
tiempo, aumentar los recursos biotecnol6gicos disponibles
para la utilizacién potencial de desechos agricolas ricos en
xilana
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