PURIFICACION DE UNA ENZIMA DE Cellulomonas flavigena Y SU CARACTERIZACION

BIOQUIMICA PARCIAL.

Odilia Pérez Avalos y Teresa Ponce Noyola
operez@mail.cinvestav.mx tel.57477000 ext. 4318

Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria. CINVESTAV -IPN
Av. IPN No 2508, Col. San Pedro Zacatenco, México, D.F. 07000
Palabras clave :C. flavigena, celulasa, xilanasa.

Introduccion. Los residuos lignoceluldsicos son degradados por un
complejo enzimatico formado por celulasas, hemicelulasas,
ligninasas entre otras. Existe gran interés biotecnolégico por las
endoglucanasas y xilanasas debido a que estas enzimas tienen
aplicacion en la industria textil y papelera respectivamente (1). El
sistema enzimatico de Cellulomonas flavigena produce celulasas y
xilanasas simultaneamente. El objetivo de este trabajo es purificar y
caracterizar parcialmente una de las enzimas que forman parte de
este complejo multienzimatico.

Metodologia. La produccion de enzimas por C. flavigena se efectud
en matraz Ferbach de 2800 ml con 1000 ml de medio mineral, biotina
y tiamina como factores de crecimiento y 1% de bagazo de cafia
como fuente de carbono e inductor. Se incubé a 37 °C, 200 rpm por
48 h. El sobrenadante se recuperé por centrifugacion (10000 rpm, 10
min a 4°C); se concentro por ultrafiltracion (Amicon) a travéz de una
membrana con limite de exclusion 10 kDa. Las proteinas se
precipitaron con acetona (3:1) y la pastilla se resuspendié en
re?ulador Tris-HCI pH 7.2. La separacion se efectud por filtracion en
gel con Bio-Gel P-100 (Bio-Rad), se eluy6 con regulador Tris-HCI50
mM pH 7.2. La proteina parcialmente purificada se pas6 por una
columna de hidroxilapatita (Bio-Rad), se eluy6 con regulador de
fosfatos 5 mM suplementado con 200 mM de KCI (pH 6.8). Se midio
proteina por el método de Bradford, las diferentes fracciones
protéicas se colectaron y liofilizaron. Se les midi6 actividad de
celulasas y xilanasas (2). A la enzima purificada se le estim6 su peso
molecular por electroforesis en gel (3); actividad celulolitica y
xilanolitica en gel, se determind punto isoelectrico y reaccion de
glicoproteina (?) asi como temperatura y pH 6ptimos.
Resultados y discusion. La enzima purificada mostré actividad
tanto de celulasa como de xilanasa. En carboximetilcelulosa (CMC)
mostré una Vmax. de 18.45 Ul/mg y Km de 0.16 mg CMC/ml; asi
mismo, como celulasa su pH 6ptimo fue de 6 en regulador citratos
fosfatos. Al evaluarse como xilanasa su Vmax fue 50.24 Ul/mg y
una Km de 0.72 mg de xilana/ml. En estas condiciones su pH
6ptimo fue de 9 usando regulador Tris-HCI. Ademas mostré una
temperatura 6ptima de 50°C. Esta condicion favorece su uso en la
industria de pulpa y papel; sin embargo, la actividad celulolitica
podria aun estar presente.

Por otro lado su geso molecular aproximado fue de 70 kDa (Fig. 1?,
con un pl de 4.3. Los datos obtenidos indican que esta glicosi
hidrolasas pertenece a la familia 10 donde su caracteristica principal
es xilanolitica pero también tienden a hidrolizar celulosa en
contraste con aquéllas enzimas de la familia 11 de bajo peso
molecular las cuales hidrolizan exclusivamente xilana (5). Por lo que
no es sorprendente que la enzima purificada de alto peso molecular
presente actividades de celulasa y xilanasa.

Conclusione. Los resultados obtenidos sugieren que la enzima

purificada es una 3-1-4 glucanasa que corresponde a la familia 10 las
cuales hidrolizan mas eficientemente xilana que celulosa.
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Fig. 1. Diferentes pasos de purificacion de la enzima purificada de C.
flavigena . A) Marcador de peso molecular, B) Enzima Pura, C) Paso por
hidroxilapatita, D) Pasos por Biogel, E) Precipitado con acetona, F) Extracto
crudo. Electroforesis en gel (10%) en condiciones desnaturalizantes. (tincién
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