PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE UNA ?-1,4ENDOGLUCANASA DE
Cellulomonas flavigena EXPRESADA EN Escherichia coli
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Introduccion Cellulomonas flavigena produce varias
celulasas extracelulares™ en cantidades importantes, ademas
adiferencia de los hongos, sus celulasas son més activas en
pH’'s alcalinos. Una dternativa para incrementar la
produccion de celulasas ha sido la clonacion de genes en
vectores de expresion a hospederos libres de celulasas, con
el fin de obtener solamente la actividad celulolitica de interés
para un proceso industrial o bien para el estudio de las
enzimas en su forma individual para reconstruir
posteriormente el sistemaoriginal.

El gen celcflB de C. flavigena que codifica para una
endoglucanasa fue aislado y clonado en el vector de
expresion pQE30 en E. coli®. La proteinarecombinante  de
aproximadamente 58 Kda presentd actividad hacia
carboximetilcelulosa en placa Sin embargo, en cultivo
sumergido y bajo condiciones de induccion (IPTG 1 mM) la
sobre-expresién de la proteina da lugar a una proteina
sintetizada en grandes cantidades pero en forma inactiva.

Debido a lo anterior se planted como objetivo de nuestro
trabajo €l obtener y purificar la ?-1,4 endoglucanasa en su
forma activa para su posterior caracterizacion bioguimica.

Metodologia Se redizaron fermentaciones sumergidas de
E. coli (pQE30ceB 2) en medio Luria-Bertani (LB)
suplementado con ampicilina (100 mg/ml) y kanamicina (10
mg/ml) incubando toda la noche a 377C. Con 1/20 v/v de
este cultivo se inocul6 un segundo cultivo bgjo las mismas
condiciones, en e cua a acanzar una ODgg de 0.5 se
indujo la proteina con IPTG [1 mM]. Se tomd una alicuota
antes de la induccién (control no inducido). Se tomaron
muestras cada hora para seguir la cinética de formacion de la
proteina. Por otro lado, un ailtivo inducido se sometié a
diferentes tratamientos de lisis celular con la finalidad de
solubilizar la enzima de interés. Las muestras fueron
analizadas por SDS-PAGE al 10%. Mediante Western Blot y
utilizando anticuerpos poIicIonales(3) se detect6 la proteina
recombinante.

Resultados y Discusion. La cinética de induccién muestra
gue una hora después de la adicion del IPTG fue suficiente
para que la proteina recombinante se encontrara en el cultivo
(Fig. 1). Yaque E. coli no exporta las proteinas, se levé a
cabo e rompimiento celular con diferentes tratamientos para
liberar la enziima. Sin embargo € andlisis en SDS-PAGE

Figura 1. Cinética de formacion de la

mostré que la proteina recombinante siempre se encontro
en el paquete celular (Fig. 2). Por otra parte, para comprobar
que efectivamente la endoglucanasa de C. flavigena se esta
expresando en E. coli, se realiz6 un Western Blot utilizando
anticuerpos policlonales obtenidos previamente®. La sefial
obtenida, indica que la proteina expresada en E. coli
corresponde ala endoglucanasa esperada (Fig 3).
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Figura 2. Tratamientos de lisis celular. Carriles: (1) Control
no inducido, (2) Induccién después de 3 h (3) Sobrenadante
lisis con lisozima, (4) Pellet lisis con lisozima-tween, (5)
Sobrenadante lisis con lisozima-tween, (6) Pellet lisis con
prensa Francesa, (7) Sobrenadante lisis con prensa Francesa

Conclusiones. La endoglucanasa de C. flavigena se cloné en
E. coli sin embargo la proteina sobre-expresada se encuentra
en formainsoluble formando cuerpos de inclusion.
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