PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE DOSCELULASASDE 70Y 120 kDa
PRODUCIDAS POR Cellulomonas flavigena.
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Introduccion. Las celulasas son enzimas que hidrolizan
los enlaces b-14-glucosidicos de la celulosa (1). Estas
enzimas estdn constituidas a menos por un dominio
catalitico y otro responsable de la unioén al sustrato, unidos
por pequerias regiones llamadas "linkers" (2). Para demostrar
gue las celulasas de C. flavigena con afinidad a celulosa son
enzimas modulares, se purificaron y caracterizaron dos
proteinas con afinnidad a celulosa cristalina de 70 y 120
kDa.

Metodologia. C. flavigena se cultivo en Avicel (celulosa
microcristaling), como Unica fuente de carbono y las
proteinas que se unieron fuertemente al Avicel (CBPs), se
eluyeron con etilenglicol (EG). Después de eliminar € EG
las proteinas se sometieron a una cromatografia de
intercambio i6nico en una columna UnoQ1 y las fracciones
conteniendo las celulasas de 70 y 120 kDa se sometieron a
una cromatografia de afinidad (Cibacron Blue). Estas
celulasas se sometieron a una digestion controlada con a-
guimotripsina a 37°C y pH 7.5, lareaccién se inhibié por la
adicién de PMSF a una concentracion final de 1 mM, los
productos generados se interaccionaron con Avicel y se
analizaron en geles de poliacrilamida.

Resultados y Discusion. La Fig.1. muestra las dos proteinas
con un alto grado de purificacion. después de la columna de
afinidad. El Panel (A), muetra la CBP70 y ¢ Pand (B), la
CBP120. Los resultados obtenidos en la protedlisis limitada
de la CBP70 se muestran en la Fig.2 panel A, se muestra €l
fragmento de la proteina no unido Avicel . Carril 1. muestra
al tiempo 0, Carril 2, 3, 4 y 5 muestras tomadas a los 60, 90,
120y 360 minutos respectivamente.
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Fig.1. Andlisis en geles de poliacrilamida de las proteinas
purificadas.

El panel B, muestra la evolucién de la protedlisis. Los
Carriles: 1,2,3,4,5,6,7 y 8 son muestras tomadas a los 15, 30,
45, 60, 90, 150, 180 y 360 minutos respectivamente. Los tres
fragmentos generados: de 59 kDa 13 y 14 kDa
correspondientes al dominio catalitico y al dominio de unién
a celulosa CBD respectivamente. A diferencia de la CBP70,
la protedlisis de la CBP120 generd cinco fragmentos que
sugieren que esta proteina consta de mas de dos dominios.
Caonclusiones. Selograron purificar dos CBPS 70 y

0 kDa. por cromatografia de intercambio idnico y
afinidad.
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Fig.2. Andlisis electroforético de los productos de
protedlisis. Panel (A), identificacion del CD. Panel (B),

identificacion del CBD.
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La CBP70 efectivamente esta constituida por dos dominios,
un dominio catalitico y un dominio de unién a celulosa
mientras que la CBP120 esta onstituida por més de dos
dominios.
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