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Introducciéon. Las Xilanasas son un conjunto de enzimas
capaces de degradar a la xilana. Son producidas por
organismos de diversos tipos, de entre los que destacan los
hongos y las bacterias (1). Estas enzimas tienen un gran
potencial biotecnolégico razén por la cua es importante
llevar a cabo estudios sobre su biosintesis, regulacion y
actividad. Cellulomonas flavigena PN-120 es una mutante
hiperproductora de xilanasas (2), sin embargo se conoce
poco sobre las caracteristicas bioquimicas de este complejo
enzimatico. Asi mismo se hareportado que las xilanasas estan
estrechamente relacionadas con las celulasas. Por esta razon,
resulta necesario llevar a cabo una purificacion de cada uno
de estos sistemas enzimaticos para Su posterior
caracterizacion. El objetivo de este trabajo es purificar una de
las xilanasas de la cepa mutante y su equivalente en la cepa
silvestre, para que, a hacer la comparacion de sus
caracteristicas bioguimicas, sea posible determinar si existe
algunadiferenciaentre ellas provocado por la mutacién.

Metodologia. El extracto enzimético de cada cepa fue
obtenido a nivel reactor, utilizando bagazo de cafa a 1%
como fuente de carbono, y un medio mineral formulado con
sales grado industrial (2). Se separ6 el bagazo residual por
filtracion y la biomasa por centrifugacién, a 5000 x g durante
10 min a 4°C. El sobrenadante se concentré por ultrafiltracion
a través de una membrana Amicon PM -10. El extracto crudo
concentrado de cada cepa se sometid a filtracion en gel, en
una matriz de Bio Ge P100 (Bio Rad), €luyendo con
regulador Tris-HCl 25 mM pH 7.2, a 01 ml/min. Las
fracciones que formaban un pico con actividad xilanolitica se
hicieron pasar por una matriz de Bio Gel A5, equilibrada con
Tris-HCl 25 mM de pH 7.2, 2 0.25 ml/min. A cada una de las
fracciones eluidas de cada matriz se les determind proteina,
D.O. 280 nm y actividad xilanolitica. Su peso molecular se
determind por SDS-PAGE, utilizando geles al 10%. Se les
determiné actividad sobre xilana y CMC, sobre geles de
acrilamida. Su punto isoeléctrico se obtuvo con el equipo
Mini Cell 111 (Bio Rad). Ambas xilanasas se caracterizaron
bioquimicamente, determinando sus pardmetros cinéticos al
actuar sobre xilana de abedul como sustrato. Sobre ésta
Ultima se determinaron también sus productos de hidrolisis.

Resultados y discusion. Las xilanasas purificadas de cada
una de las cepas, tienen un peso molecular aproximado de 56
KDa (Fig. 1). Presentan actividad sobre xilana y CMC en
geles de poliacrilamida. Su temperatura éptima es de 55°C y

su pl es 6.14. La xilanasa de la cepa silvestre (Xil-56-CS),
presenta su actividad maxima a pH 6.5, mientras que la de la
cepa mutante (Xil-56-PN120), lo hace a pH 9.5. Se observé
un efecto importante del regulador utilizado sobre la actividad
de la enzima. Existen diferencias en cuanto a los parametros
cinéticos, tanto en la Vmax (5.8 Ul/mg para la Xil-56-CSy
26 Ul/mg para la Xil-56-PN120) como en la Km (1.2 mg/ml
para la Xil-56-CS y 0.4 mg/ml para la Xil-56-PN120). Ambas
enzimas liberan, como productos de hidrdlisis, xilobiosa y
xilooligosacéridos superiores (Fig. 2).
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Fig. 2 Cinética de productos de hidrdlisis
delaXil-56-PN120, utilizando como
estandares xilosa (Xil), Arabinosa (Ara)
y Xilobiosa (X2).

Fig. 1 SDSPAGE delas
xilanasas purificadas.
A: Xil-56-CS
B:Xil-56-PN120.

Conclusiones. Las Xil-56-CS y Xil-56-PN120 tuvieron un
comportamiento muy parecido en cuanto a peso molecular
aproximado, pl y productos de hidrdlisis. A pesar de tener la
misma temperatura Optima, la Xil-56-PN120 es menos estable
atemperaturas elevadas y més sensible a cambios bruscos de
temperatura. Se observé un cambio importante en cuanto a su
pH optimo, lo cua nos sugiere que la Xil-56-PN120 podria
ser utilizada mas facilmente en procesos industriales que
trabajan a pH’s alcalinos, como en el caso del bioblanqueo de
la pulpa y el papel. Los productos de hidrdlisis liberados
sugieren la clasificacion de estas enzimas como
endoxilanasas.
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