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Celulasa, purificacién, Thielavia terrestris.

Introduccién. La celulosa es uno de los componentes
principales de la pared celular de las plantas y es la fuente de
carbono no fésil mas abundante y renovable en la tierra. Este
polimero estd compuesto de unidades repetidas de glucosa,
unidos por enlaces B-1,41. La celulosa es degradada por la
accion sinérgica de tres celulasas. Las endocelulasas,
exocelulasas (celobiohidrolasas) y B-glucosidasas?. Las
celulasas presentan un gran potencial biotecnol6gico en diversas
industrias, incluyendo alimentos, piensos, fabricacién de vino y
cerveza, agricultura, refinacion de biomasa, pulpa y papel,
textiles y lavanderia®.

El hongo ascomiceto T. terrestris se aislé de composta de
bagazo de cafia, y fue seleccionado por su capacidad de crecer
a 45 °C e hidrolizar material lignocelulésico, ademéas de ser
fuente natural de enzimas termofilicas y termoestables.

El objetivo de este trabajo es purificacion y caracterizar
bioquimicamente la celulasa Cel7A nativa de T. terrestris.

Metodologia. Thielavia terrestris se cultivd en medio basal
previamente descrito (Zouari-Mechichi et al.,, 2006),
suplementado con CMC al 0.3%, a 45 °C y 200 rpm. La celulasa
Cel7A se purificé a partir del sobrenadante de cultivo del hongo
por Cromatografia de Intercambio Anidnico y Cromatografia de
Filtracion en Gel. El andlisis por PAGE-SDS de la fraccién
purificada presenté un peso molecular estimado de 81 kDa. se
identific6 mediante analisis bioinforméaticos de los péptidos
obtenidos de la secuenciacion parcial de aminoacidos por
Espectrometria de Masas. La Cel7A de T. terrestris Co3Baglse
caracterizd bioquimicamente utilizando CMC como substrato.

Resultados. El andlisis mediante SDS-PAGE de la enzima
purificada mostré una banda con un peso molecular estimado de
81 kDa, como se observa en la Figura 1. La Cel7A se purific6 con
un factor de 10 y con una actividad especifica de 8 U/mg de
acuerdo a la Tabla 1. La enzima mostr6 maxima actividad
celulollitica a pH 5.5 y 60 °C. La actividad celulolitica mejor6 67
% con la adicién de 1 mM de CoClz. Los estudios de estabilidad
a pH mostraron que la enzima conserva mas del 50 % de su
actividad en un intervalo de pH de 4.5 a 6.5. Se evalud la
termoestabilidad de la enzima a 50, 60 y 70 °C y se observé que
la enzima conserva mas del 50 % de su actividad después de
dos horas de incubacion tanto a 50 como a 60 °C.
Adicionalmente se determinaron los parametros cinéticos Km y
Vmax de la enzima, y actualmente se estan estudiando la
especificidad a sustrato, y los productos principales de hidrélisis
por cromatografia en capa fina, Esto Ultimo nos permitird
determinar si la enzima actda de modo endo o exo sobre el
sustrato.

Figura. 1. Resumen de Purificacion de Cel7A; 1: Marcador molecular,
2: Extracto enzimatico, 3: Purificacién por Cromatografia de
Intercambio Anidnico, 4 y 5: Cel7A purificada.

Tabla 1. Resumen de Purificacion

::;::;';;: Rendimiento
(%)

(U/mg)

Proteina
total(mg)

Paso de
purificacion

Actividad
Total (U)

Factor de
Purificacion

Sobrenadante
de cultivo
Precipitacion
con Sulfato de 16.8 145 116 4.57 1.45
Amonio (80%)

Cromatografia
deintercambio 15 052 2.97 0.42 372
Anidnico
Cromatografia
de Filtracion 11 0.14 8.07 0.30 10.08

Conclusiones. La Cel7A de T. terrestris Co3Bagl se purifico de
forma exitosa. Los péptidos obtenidos mostraron 97% de
identidad con una glicosil hidrolasa de la familia 7 (GH7) de T.
terrestris NRRL8126, y de 72 a 77% de identidad con otras
celulasas fungicas pertenecientes a la familia GH7.
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