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R E S U M E N 

Para l a producción d e nroteína unicelular 8 p8rtir 

d e 11n cult i vo de Cellu lomon,qs flRvi rrena c.,.,ec ienilo PTI b?o-a

zo de ca~ a, la s en zi ma s liberadas por este mirroor~anismo_ 

son de gr an imnortanc ia. La s celulasas son narte de un -

co!T'ulejo enzim~tico que CRtPli7a l a hidról isis de l a celu

losa a ~luco sa. Para qu e se l leve a caho este nroreso, se 

reouiere 8l menos de la nart icjna ci6n dP tres t ipos de en

zi!T'8S : la (i>- (1,4) - zl ucP.n - cel obiohidrolasa, l_g ~ (1 , 4)-gluc8!!_ 

[lucanohidrolasa y la ~Eluco sidasa. 

Estudios nrel iminares su~ieren rue la baja disnon! 

hil_ir' pd de en zimas celulolí ticas , l i'llitan 18 velocid"1 a es

pecífica de crec imiento del cultivo; un au'll ento en ésta , -

re"1erc'1tiría f a vor,qblern,,nt e en 18 n".'oductividad y los r"'n

d imientos de proteína unic elul ar. 

Con la id ea de conorer mejor el complejo ce1 uJolí 

tico de C. flavi~ena se planteó estuilia r lP produccjfn ile 

c el ul asa s y el aisleIT' :'_ento de la s mi sma s . Pa r é' cu"rir e c;

to s ob jetivos s e .,.,ealizAron cinéticas de ~rndurrión de en-

7imas para det e.,.,mi nar el tiempo adecuRdo pR.,.,~ recupera r las , 

encnntr~n ilose nue la ma~or Rctivi~ed ceJulolítica se R lc R~ 

zó alrededor ile la s ?6 hor8s en un cnltivo crPcido en ba o:~ 

~o de cafia a l 1%. 

I 

R E S U H E H

Para la producción de proteina unicelular a partir

de nn cultivo de Geiluloronas flavieena creciendo en haea-1.
l_i ___. "__

so de caña, las enzimas liberadas por este mirrooraanisno_

son de eran importancia. Las celulesas son parte de un --

coeoleio ensivótico oue catalisa la hidrólisis de la celu-

losa a elncosa. Para cue se lleve a cano este “roreso, se

reouiara al menos de la narticinación de tres tipos de en-

siras: la FF(i,e)-ïìucan-celobiohidrolasa, la Q-(1,4)†flumn1

elucanoeidrolasa y la fikglucosidasa.

Estudios preliminares sueieren cue la baja dienoni

niiided de enzimas reluloliticas, limitan la velocidad es-

pecifica de craciriento del cultivo; un aumento en esta, -

rerercvtiria favorahlerente en la productividad y los reo-

dimientos de proteina unicelular.

Con la idea de conocer mejor el complejo ce¬u1o1i-

tico de C. Flavieena se planteó estudiar le nroduecier de

celulasas 3 el aislamiento de las mismas. Para ounrir ee-

†os objetivos se “eaiiseron cinêticas de producción de en-

aimas para determinar el tiempo adecuado nara racuperarlas,

encortršndose oue la navor actividad celulolitica se aleefl

só alrededor de las 96 Horas en un cultivo crecido en baeg

ao de caña al 1%.

I



Una vez e s t 2bl ec ido e l t iempo de c osec ha , s e pro

cedi 6 a c onc en t rar l a s pr ote í nas l i beradas a l med io de -

cul t ivo , prec i pitru1 do con s ol vent e s or~8n ic o s y sulfato -

de a monio. obteni&nd ose con e~t R sal al 60% p/ v l a ~ayor 

r pr 1J T' e-Rci6r> d :> nrot e:Í:-i q (63%), y de ac t i vi'"''" º sobre car

boYi metil- rel uJ osa (73%) a partir del s obrenadan t e del 

cult i vo . 

Po s t P-r ior "' én te se lJ evó a cahn la spng rac-i ón de -

l a s pr ote{nas por med io de cromato~rafÍ R d 0 f~lt -r 3 cj6n en 

s en h1v1°y G- '1 00 , y por Pl ectrn fo r epj s eP "" el es dP pol iR c-ri 

J ~ri d R ;:¡ 1 7. 5% . A la s p-rnt e{ nas s enaredas se les d et er 

min 6 su ar t " vi~a~ c elul~l{t ica , v s e J o~raron ~etec tp -r - -

4 enz •mer cnn CRT'Rrid a ~ de ~ i d rol i za-r lR C Rrhoyi_~ et i J - re-

1 1' 1 '> S'l y un;:.1 en zi rn 8. a c t i va s obr e p :; n el f j 1 t r o. UnR. d e -

l ,oc c-nz i ma s C'.·n a r t i v i c<> d sob~e carl'-oYimct jl - r el ul o sa pr~ 

ser> t 6 un p eso ~olec ~Ja- ~oroximadc de ?0 , 000 D, v el peso 

e st imado pa ~a l a cel ula sa con act i vidad sobre pan el f i l - 

t ro r ué de 41 , 591 D. 

Une vez eeteblecide el tiempo de ceeeehe, se pre-

eedió e concentrar las proteinas liberedee al medie de --

eültive, preeipitande een eelven†ee ereånieee r eulfete -

de amonio. nbteniéndeee enn efte eel el 50% p/v le ¬eyer_

reeure“enid“ de nroteiee (63%), y de ectivified enbre ner-

beFime+i1-veluloee (73%) a partir del eohrenedente de1 --

eultive.

Peeïerinr~én†e Se Iìerå e cabe ìe eeneraeidn de -

Tee pre†ei¬es per medio de erofleteernfie de fiïfreción en

eenheder G-düü, F por e1eetrnforeeie er re¬ee de peliecri

1¬r%ñn 1* 7.5% . A lee 9--reinas eeraredee ee lee deter-

mirå en nrfivided ee1u1¬1i†i¢a, F se ]n"rar0n deteeter --

ü enz*fle= ee* eereriñef de bidrnlieer le cerHd?imeti]-Pe-

1r†¬e¬ F une ereima ectiva snbre perel Filtro. Une de --

le* efizimae c.n ee†ivided serre earbcrimetfil-reìuloee pre

eer+É nn pese rnleevìer eúroïimedr de 70,000 D, v el peso

eetiwade pere le celuleee Ooh actividad sobre panel fil--

hrü Éuê de 41,594 D,



I N T R e D u e e I o N 

En h a se a los nr o hl emas d e ali~entacjón ou e existen 

en el mundo, se han ven ido realizando invAstj~ac i on es en -

torno a la producción de nroteina de ori g: en no c on v enc ional. 

Los mi croorr anismos resultan ser fuen tes de prote{nas muy -

v a liosas d ehjdo a su COIT'"f'O sición de amino- ác i ci o s , a s:1 rá n.3:_ 

do crecimien to y a l a ca~acidad qu e ti ?nen para degradar ma 

teriales orgánicos muy variados. (Molj_ne., 1980; Da S:i.lva y_ 

Doelle, 1980). 

Entr e los diferent e s su s tratos oue nueden ser util i 

zados para - ·roducir nroteína uni cel ulP. r deé'"'.:E. can uor su ba

;io costo y al ta dispon i hi_l i dPd l o f' rAsiduos 'ip-nocalulósi-

cos ( De la Torre, 19~1). En 1986 , Méxic o tuvo una Dr'Jd 1Jc -

ción naciona l de 7S. 1 5 mill o~es de t~~alacia s (MT) de re si-

duos a g:ríc olas, entre los que f irrnraron en mayor cantidad -

Eira stro~o de maíz, el ba~azo de ca~a y la naja de sorgo , 

c on una nroducción de 48, 11 y 6 MT r esuecti vawente. Del vo 

J úmen reportado para el baó':azo de caña, 9 MT se uti lizan co 

mo combustible en l os irn; enios azucareros y 2 M'r tien en al

guna anli ce ción en l a i ndustria (Hurtubia y Monroy , 1(l86) . 

En el Dep t o . de Biotecnología y Bioingeniería del -

CINVZS TAV del IPN, se llevan a cabo estudios sobre la uro-

ducción de pr oteína unicelular(PUC) a partir de bagazo de -

1 

Illera ç-¿¬ì¿_L¿__ccIoN

En base a los nrohïemas de alimentación cue asisten

en el mundo, se han venido realizando inveetieecíones en --

torno a la producción de nroteina de oriaen no convencional

Los microoreanismos resultan ser fuentes de proteinas muy -

valiosas dehido a su corñosición de amino-acidos, a e¬ råñi

do crecimiento 3 a la ca¬acidad que tienen para degradar me

\II
teriales orgánicos muy variados. (Molina, 1980 De Silva 3_

Doelle, 1980).

Entre los diferentes sustratos cue nueden ser utili

nados para “reducir nroteina uniceïular destacan nor su ba-

jo costo y alta disponibilidad loa residuos ¬ienoce1ulósi--

cos (De la Torre, 1981). En WUB6, Mexico tuvo una orocuc--

ción nacional de 7?.flF millones de toneladas (MT) de reei--

duos agricolas, entre los que fieuraron en maror cantidad -

d.rastrojo de mais, el besazo de caña 3 la caja de soreo, -

ocn una nroducción de 48, 41 3 6 MT resnectivamente. Del no

ìúmen reportado para el baeazo de caña, 9 HT se utilizan co

mo combustible en los ineenios asucareros y 2 MT tienen al-

guna anliceción en la industria (Hurtubia y Monroy, W985).

Eh el Depto. de Biotecnología 3 Bioinseniería del -

CINVEETAV del IPN, se llevan a cabo estudios score la nro--
ducción de nroteina unicelular(PUC) a partir de baaaso de -

1



caña . De la Torre (1 981) aisló y sel ecciorió un cultivo mix 

to integr ado por Cellulomonas flavi~ena y Xanthomonas .§12·, 

en base a su produc t ivi dad en cuanto & biomasa s obre est e -

ba~azo , encontrando QUe sólo la Drimera bac teria nresentaba 

actividad celulolítica . 'l'raba jando con el mismo sist e ma -

bact eriano , Pon ce N. (1982) observó Que una de J. as limitan

tes para i ncrem Pntar la velocidad específica de c recimient~ 

y por lo tanto la ~roductividad del nroce s o , es la baja dis 

non i bilidad d e celul a s2 s en e~ medio de cultivo . 

Actualm ente se lleva a cabo un pr cvecto de me .jOT'a -

miento genético de .Q . flavirena , buscando nor un l e.do la ob 

tenci ón de mut13.ntes con una velocid2d esnecífic a r'!.e creci-

miento mayor qu e l a de l a c ena natjva (Pon c e N., c o~•mi ra-

ción uersonal); y nor otro l a d~ s e ha t r2be~ado con técni-

cas de inveniería qRnética D2.T'B el 2i sl~mientn y c J onación 

~e l os ~~nes ~e este mi croorqan i qmo relac ionados c nn 113. de

cradaci ón de celulosa (Silva S. J ., 1?S8) . 

Dado lo P.n t er ior , es neceserio estndiar el com!)lejo 

ce lulolít ico d e Cellul omonas flevi~, con l E: idea de lc-

grar un me j or anrovechamiento de este sistema . 
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caña. De la Torre (1981) aisló y seleccionó un cultivo mig

to integrado por ulomonas flavigena 3 Xanthomones gg.,m I-'ri:e›

en base a su oroductividad en cuanto a biomasa sobre este -

besazo, encontrando oue sólo le nrimera bacteria nresentaba

actividad celulolitica. Trabajando con el mismo sistema --

becteriano, Ponce N; (1982) observó que una de las limitan-

tes nara incrementar la velocidad especifica de crecimiento

F nor lo tanto la nroductividad del nroceso, es le baña dis

nonibilidad de celulases en el medio de cultivo.

Actualmente se lleve a cabo un orcvecto de mefiore--

miento genético de Q. flavigena, buscando nor un ledo 1a en

tención de mutantes con una velocidad escecifice de creci--

miento mayor que la de la cera native (Ponce N., comHníce--

ción nersona1); 3 nor otro 1adq_se He treheíedo con têcni--

cas de ineerieria eenetics nera el aislamiento y c]oneciór_

de los cenas de este microoreanismo relacionados con le de-

credeción de celulosa (Silva S.J., 1998).

Dedo lo anterior, es necesario estudiar el complejo

celulolitico de Gellulomonas *He , con la idea de lo--flevlecns

grar un mejor anrovechamiento de este sistema.

2



M A R C O TE O RICO 

La celulosa es el ~rincipal compon ente estructu-

r a l de la s pl antas superior e s, y l a ún"'_ca f uen te natnraJ 

ren ovable dis]on ible en can t idad sufi ci ente para soport a r 

procesos a ~ran e scala nara la producc i ón d e aliment os ,_ 

c nmbustihles y s11sbu1r ias ouímica s . Se encuf'ntra en ---

gr an ~roporci6n en los desh ec ho s indu s triale s y agríc o-

l a s, llegan do a s er incl u s o u_r1a f uent e de cnntamin::ici6n . 

( Coughlan , 1985 ; De la Torr e , 1981 ; Mandel s, 1Q8S ) . 

Los re Fiduos li~no ce1ul6sicos cnnt:i cn en tres ---

r r :i ncip2J es c or .,., onentes : celuJ osa , HemiceJ ul osa " li gn i -

na . Las hemic eJ1 ll osas son pol{rieros de nentosPs , sobre 

todo d e D- xilan n:=. c nn en lri res ~(1 -4) y !"'Oseen cacen"'s la 

terales rie arabinosP ;r ot; r o s azúcares . La J i Q!lina '.es un 

pol i~ero d e a lc oholes aromá t i cos , é s ta J imita l a acci ón 

en zi mát i ca de las c el 11l8sas por irnuecF"l en to est érico , --

por J o ou e en o c ~ s:i onPs el sust r 8to es somet:ido R 'm tra 

t ami e.,., to R1 ~ alino nara dejar a l a celulo s a accesible a l 

ataoue en zi máti c o (De l a Tor~ e , 1981) . 

La estructura de l a celulosa consiste de un polí 

mero lineal de un idades d e glucosa unida s nor enla c es --
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La celulosa es el orincipal componente estructu-

ral de las plantas superiores, y le única fuerte natural

renovable disponible en cantidad suficiente para soportar

procesos e eran escala nara le producción de alimentos,_

corrustinlns 3 sustancias ouimices. Se encuentra en ---

gran nronorción en los deshechos industriales y agricc--

las, llenando a ser incluso una fuente de contaminación.

füoughlan, 1995; De la Torre, 1981; Mandela, fiQRF).

Los residuos lianocelulósicos contienen tres ---

rrincinales cor¬onentes: celulosa, Hemicelulosa v lisni-

ne. las hericelrïoaas son polineros de nentosas sobre

todo de D-silence con enlaces FK4-H) y poseen cadenas la

teraìas de arabinosa v otros azúcares. La lisnine se un

polímero de alcoholes aroršticos, esta limita le ección_

enzimática de las celulasas por inoedinento eatêrico, --

por lo cue en ocasiones el sustrato es sometido a un tra

tamiento alcalino nara dejar a la celulosa accesible al_

ataoue ensimåtico (De la Torre, 1984).

La estructura de le celulosa consiste de un coli

nero lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces --

3



~(1 -4) - i;rJ ucos:ích c c s (Fir:r . 1) . Cada re r" iduo está c: irado 180° 

del eje pr j nci9al , c0n resn ecto aJ residuo vecino debido e -

la confi re·ur1Jción beta, 9 ero la s nn i o:: es f"l icosídicas están -

en el mismo nlano, nudi en d o f or mar e s tructurP S ordenad a s me

diante l a formación de nuen ~ es de hi¿r6 c en o entre ellas , r e

sultando 8 S Í la cel ul osA CT'ist:ali na, oue e s mu v re~ü st:ente -

eJ atFaue enzjm~tico y a a ~entes auíricos . Tam~i~n existen 

r egion es menos ordenadas o a~orfa s, siendo é ~tas má s s ucept i 

ble s a la ectivid Rd en zj".lática (R¿'u y Mandel s , 1QPO; Cour:hLrn 

19sc:;) . 

Ent re los microorganismos oue nueden dee-radar la ce

lulosa , s e encuentrAn los hon '7os y l a s bacterias (Cuadro 1 ) . 

En los T'rirceros se 0 ncuentra muy dj f und i ó a l::i hqbj l i d2ó par8 

~' roducir en'.':imas celnlol í t"i cas y son l o s cu e se han i nvest i 

gado m~s extensa men te (Bisaria , 1981 ; For~arty , 1983; Cou ~hlan 

1985); s i n emba r go , en l os ~ltimos afl os lo s e s tud io s sobre -

celulasas bacterianas s e ha n i ncrement ado , y a oue l as bacte

r i a s son má s nromet edor as oue l os honc:os ~Ara l a nroduccjón 

de ~roteína micro biAna debido a su a lta tasa de crecirnjento, 

baio cont enido de na red celul a r y mayor contenido de nroteí 

n a totP] (Ha c:c:et t , 1º81) . 

Eri lri s ba ctP.r:i.8s c on cqn,,cic1Rr1 ceJ uloJ -í +;i ca , se j _: 1-

cl uye~ es1"' 0ci~s e PrÓhicas c omo lP S mixohact er ie s , ac ti--
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f _ - cfifl-el-slucosidiccs fFie. 1). Cada residuo esta mirado WHO

del eje urfncipel, cor resoecto el residuo vecino debido e -

la confieuración beta, pero las uniores alicosidicas están -

en el mismo olano, nudienoo former estructuras ordenadas ne-

diants la formación de cuentes de Hicróseno entre ellas, re-

sultando esi la celulosa cristalina, ous as mov resistente -

al ataoue ensimático v e arentes cuinicos. Tambien asisten

resiones menos ordenadas o anorfes, siendo estes más sucepti

bles a la actividad enzimática (Ryu v Mandela, 1990; Couehlan

1es5).

Entre los microorganismos cue nueden deeredar la ce-

lulosa, se encuentran los noneos v las bacterias (Cuadro I).

En los nrineros se encuentre mus difundida le habilidad nara

nroducir ensimas celulolitices y son los cue se han investi-

eado más extensamente (Bisarie, Foro Cournlan_~› '-O03 .i na ti ct*'-d É.: xDID '-_,-J

1985); sin embargo, en los últimos años los estudios sobre -

celulasas bacterianas se han incrementado, ya cue las bacte-

rias son más nrcmetadoras oue los honeos nara la rroducción_

de nroteine microbiana debido e su alta tasa de crecimiento,

baño contenido de pared celular F mayor contenido de nrotei-

se caes: (sae-esc, fisafij.

En las bacterias con canacidad celulolitica, se in--

cluyar esrscies saróbicas como las mixobecterias , acti--

4



FIGURA 1. FIBRAS DE CELULOSA ( Tomado de Sihtola en Bai l ey ) 
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a) Estructura de la celulosa 
b) Fibras unidas oaralelam ente Por puen t es de hidr6¡;reno c) Sección laterai de una fibr a 

FIGURA 1. FIBRAS DE CELUIOSA (Tomado de Sifit l
. o a en Bailey)
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CU~ I. ORGANISMOS PRODUCTORES DE CELULASAS. 

BACTERIAS HONGOS 

Ac.Ulv.<b!Úo c.ell.u.loly.t.lc.U-6 
BaCALe.u& 
Bac,teJto~de..6 huc.~noge.nu 
Cell.u.lomonM 
Cell.u.lomonM 61.av~ena 
CeUv~bw vul.g~ 
Cloh.tJUcLlu.rn theJtmoc.eUum 
Cy:to phaga 
PuudomonM 6i.uoJt.uc.~ 
Rwn~noc.oc.c.U-6 al.bu,¿, 
SpoJt.Oc.ytophaga 

S.tJt.e.ptomyc.e..6 gWe.uh 
TheJtmoa~nomyc.e.te. 
TheJr.momonohpoJt.a CUJt.va.ta 
TheJtmomonohpoJt.a 6Mc.a 
M~c.Jt.omo nM phoJt.a 
TheJtmomopolyhpOJt.a 

Aga!ÚC.M b~pO!tU,6 
MpeJtg.lle.u6 6~g~ 
MpeJtg.lle.u6 ~eJt 
M peJtg .lU.u6 .teJt.Jt.e.w.i 
Bo.tJt.yo~plo~~a the.obJt.omae. 
Chae.tom~ theJtmophilum 
Eupe.~~ ave.~c.um 
FM~ Mi.a~ 
Hum~c.ola ~ofe.Yi,6 
Mac.Jt.ophomma phMe.oUna 
Pdlic.Lita!Úa 6~e.n.toM 
Pe.~Ui.Uum 6u~c.ul0-6um 
Pe.~Ui.Uum .úte.Yi,6~ 
PolypoJt.U-6 adU-6.tu.6 
Po!Úa 
SpoJt.O.t!Úc.hum pulveJtule.n.tum 
SpoJt.o.t!Úc.um themophile. 
TheJtmoMc.M auJt.a~c.M 
TJÚc.hodeJr.ma. UgnoJt.um 
T/Úc.hodeJtma kd~ng~ 
TJÚc.hodeJtma Jt.e.e..6 u 
TJÚc.hohpoJt.on c.u.tane.um 
TJÚc.ho~poJt.on pullul~ 
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nomicetos y J?seudornonas; anceróbios facultativos como -

Bacillus y Cellulornonas; y anaerobios extricto s corno --

Clostridiurn y Bacterioides (Hagget ,1 981 ; Forgarty,1983). 

Cellulornonas fla vi uena es un bacilo corto, Grarn 

positivo, no oresenta flagelos y e s anaerobio facult ati

vo. Las colonias que f orma en medi o sólidc , son circula 

res, ligeramente elevadas, bon bordes lisos, c!'ernosas y_ 

de color amarillo c laro (Ponce N. 1982). 

Las celulasas son enzimas hidrolíticas que for-

rnan parte de un sistema complejo qu e reouiere de la par

tici nación siner~ista de sus comnon en t es para auP se l le 

ve a cabo la deP:radación de la ce l ulosa a ~J ucosa; sien

do necesarias para este nroc eso la oresencia de al menos 

tre s tipos de actividades: 

(1) Endo-~1,4-d ucanasa o ~1 ,4-frl ucano-glucanohidr.Q 

lasa (EC. 3.2.1.4.). Esta enzima hidroliza al a 

zar a la celulosa con alto P:rado de pol i meriza-

ción y amorfa, uara producir celodextrinas solu

bles en a.gua, resultando una ránida reducción d e 

la lonr:itud de la cadena ,i unto con un lento in-

cremento de los ? rupos reductores. 

7 

nomicetos 3 Eseudomonas; aneeróbios facultativos como --

Bacillus 3 Gellulomonas; v anaerobios estrictos como ---

Clostridium 3 gacterioides (Haaget,19B1; Forgarty,1QS3).

Qellulomonas flavicena es un bacilo corto, Gram

positivo. no oresente flaaelos y cs anaerobio facultati-

vo. Las colonias cue forma en medio sólido, son circula

res, ligeramente elevadas, bon bordes lisos, cremosas 3"

de color amarillo claro (Ponce N. 1982).

Las celulasas son enzimas hidroliticas cue for--

man parte de un sistema complejo cue reouiere de la par-

ticinación sinersiste de sus componentes para oue se lle

ve a cabo la dearedación de la celulosa a alucosa; sien-

do necesarias nara este nroceso la oresencia de al menos

tres tipos de actividades:

(1) Endo-P-1,4-elucanasa o QL1,s-alucano-elucanocidro

lesa (EC. 3.?.1.e.). Esta enzima hidrolisa al E

ser a la celulosa con alto arado de po1imeriza--

ción y amorfa, nara producir celodextrinas solu-

bles en agua, resultando una ránida reducción de

la lonsitud de la cadena fiunto con un lento in--

cremento de los sruoos reductores.

7



(2) E::·:o-J!--1 , 4 - c2- uc : n n ::m o ~1, 4-¡l uc an- c elobiohic~ro

lasa (EC. 3 . 2 .1. 91). Estas c e l ula s os remu cve:n -

las uniccdes <le celobio s a de el e x'L r er:! o no rcdu~ 

tor de la cad ena d e celulosa, dando como re ~ult~ 

do un rápido incre;ien to e n los c r upo::; r eductores 

c on un c;i.r:bio rr.uy pequeño en lo fluidez d el u: ed:ia. 

(3) ~1 , 4- g Jucor.ic~ nsa o celohiasa ese. 3 .?.1. 21) . ::::~ 

ta erz ir1 c. 1i 0 E:S :,,-.:.:ü mi:mte una celul a:::a , n o obs--

ción de lns celu~ ;-. ~ns . 

h~ oca en ~lucoso , lleva o una v:::ri nci 6n en l o::: -

é: ~:u v ez -inf l uye en l e bi o ~íntc ~: i s <.:e l o~, c c luln. 

c2s !)OI ' r::ec.: oni !~I!.c s üe ind ucc i ón, r e. 2"'C .C2.GIJ e in _i 

üi c ión . 

('C;cnr, C. , G. 'í ' . 'I':::ao , í S79; f::' -u y : :;:: nc~e:l s , 'lS EO) . 

c i 6n tic la ceJ u l o:::a está :'e.so.do en ef:tu c'. io s c on '!'lon;-os , 

por 1 2 er.d o ::: l uc..:-.nc.sa , lo c uGl r om¡rn al oznr J as mi_c !'cf i 

brillas de c e l ulosa, pro~ovi endo el na so de l ~ 

celu2-osa cri staJ ina a celulosa amorfa, a d em8. s , ---

8 

(2) Eso-P-1,4-sluc;nasa o @-1,4-rlucan-ce1obiohidro-

lesa (EC. 3.2.1.91). Estas celulasas remuoven -

las unidades de celobiosa de el estreno no redug
r

tor de la cadena de celulosa, dando como resulta
1

do un rápido incremento en los grupos reductores

con un cambio muy pequeño en la fluidez del medi;

(3) F-1,s-glucosiccsa o celobiasa (TC. 3.9.1 Í PJ .._l'¡ \,_..r U !''lU1

te enzima no es rcalmcnte una celulesa, no obs--

tante tiene un papel muƒ importante en lc pc ulï

ción de las celuìacac. al tronefc:'cr n 1r_re15

biose en rlucosa, lleva a una variación cn lo: -

niveles intrecclulnrcs de crio: ardi "ec, lo cue

s cu vez-dnfluye en la ciocintosis ce las celula
. 1. _ - .f 11' --¬

- .Hsa: por mecanismos oe lnuucc1on,re_“csion e 1n.¿

bición.

(lore, C. r G.T- Tseo Bru 3 Hsndclc,iÉEO).1'
_.aU3 "¬-.'.I 1.0 'IO

Fl modelo cue ha cido nropucctü Para la fc'racc-

ción oc la celulosa está basado on estudios con non†o:,_

y señala que cata activiied se lleve a cart inicialrsntp

por la endogluccnasa, lo cual rompe al azar las micrcfi-

brillas de celulosa, promoviendo el naso de le -

celulosa cristalina a celulosa amorfe, además, ---

8



FIGURA 2. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA HIDROLISIS 

ENZIMATICA DE LA CELUI.QSA ( Cuskey, '1983) 
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e s ta enzima hidroliza azarosam,_n te a la c elulosa produ-

ci endo celod extri nas o celooli[osac6ridos , y s obre estos 

fra . rw ntos 0s qu e ar.t úa l a exof J UC'é'no.sa , r i ndiendo uni-

(:nd e s 0e celobiosa, la cunl a su vez es ll e'rr:<: a a ~,-luco-

sa por J n acc i ón d e l a f}- C':lucosi< asa (Cu:::;;:cy :.r c ol. 1?83) 

(Fi ¡: . 2) 

Ins cel uln r;as pu 0den ser ut i lizndas en reneral -

para la ~ ir 0ducción de r_- lucosa; en la remoción de paredes 

celuLffes; en la hüirólisis y f er mentación de r estos ur

banos y a~rícolas para rendir nroductos finales des eables 

etc. (Cou¡; :ilan,1985; f".and.els,1985). Además del import<l!! 

te c :. ;•po c' e aplicación de estas enzimas (Cuadro II), s e -

han r calizac: o una r:ran can1;i t'.u.d de trnbajos sobre las -

ni smns con la idea de 1-o ~ rGr una pr oducción más eficien

te y económica de PUC y combustibles (P.obson,1S89). 

Existe una e ran multiplicidad de celulasas, aun-

que son funcionalm ente idénticas, a menudo aparecen en 

difer entes formas moleculares, difiriendo en movilidad e 

lectroforf tica, pw1to isoeléctrico, contenido de azúca-

res y/o peso molecular (Gon~ y Tsao, 1979)(Cuadros III y 

IV). Esta variabilidad depende de la fu~nte de la enzima, 

de las condiciones del cultivo, de la edad del mismo, de 

la activid ad ~roteolítica, del sustrato emcleado como in 

a11 r:tor ' e tr. (Gonf'" V TsP.O, 10'70 ). 

10 

esta ensima hidrolisa asarosamnnce a la celulosa produ--

ciendo celodextrinas o celooligosacdridos, y sobre estos

fra rentes es que actúa la cxoyìucanasa, rindiendo uni--

dades ce celobiosa, la cual a su vez es llcvaca a yluco-

ea por la accion de la p-glucosiwasa (Cuskcy 3 col. 1983)

(Fig. 2)

Ias celulasas pueden ser utilizadas en rencral -

ara la producción de ylucoca* en la remoción de aredesP 1 P

"'$ QI. -F4PI UI ¦-la ¡flcelulares; en la hid y fermentación de restos ur-

banos 3 asricolas para rendir nroductos finales deseables

etc. (üouynlan, Mande1s,1985). Además del imnortag.21x003 'U-'I

te c:_:¬po Fe aplicación de estas enzimas (Cuadro II), se -

han rcaliaado una fran cantidad de trabajos sobre las -

mismas con la idea de lograr una Producción más eficien-

te y económica de PUC y combustibles (Robson,1989).

Existe una gran multiplicidad de celulasas,aun--

que son funcionalmente idénticas, a menudo aparecen en -

diferentes formas moleculares, difiriendo en movilidad E

lectroforñtica, punto iaoeléctrico, contenido de asúca--

res 3/o peso molecular (Gong y Tsao, 1979)(üuadros III 3
Iv)_' Esta variabilidad depende de la fuente de la ensima,

de las condiciones del cultivo, de la edad del mismo, de

la actividad nroteolitica, del sustrato emoleado como in

dnetor, etc. (Gone v Tsao, 1Ú¢G}.

10



CUADRO JI . APLICACION DE LAS CEIULASAS (IV'2nr el s ,1 C•f< 5) 

Remoción de paredes celulares (rr ~ torl2sto s) 

a. Liberación de contenidos cel uJ.A.r es 

EnzimRs 

Po~ isac8ridos ( AFRr ) 

Prote:in;;s (sem i llas y ho.ias ) 

b. rejorRrn i ent o de veFetal e s secos. 

(Rehidratabili~ad ) 

Producción de glucosa o azúcares solubl es 

a . Alimentaci ón animal 

Enriouecirniento de l ''alor nutri tj vo de 

fibra s aliment i ciA.s nor Ja adjci6n de 

azúcares . 

b . Indust ria ouími ca 

Producc i ón de et;rnoJ , butanol, e tc. 

Descompo s ic ión de deshechos y residuos 

a . Comno st eo 

'11 

omnes II. ir=LIcicI_c¿N ps i¿s csiuiisis -f|-f.-.W 5.-1--:-«asì

- Remoción de paredes celulares (rrotorlastos)

a. Liberacidn de contenidos celulares
Erìfifiimas

Poiisecaridos (Aearfi
Proteínas (semillas v bcfasï

b. Feforamiento de vesetales secos.
íìehidratabilidad)

- Producción de glucosa o azúcares solubles

a. alimentación animal
Enriouecimiento del valor nutritivo de
fibras alimenticias ror la adición da_
asdcsres.

b. Industria ouimica
Producción de etanol, hutanol, etc.

- Descomposición de deshechos 3 residuos

a. Comnosteo

11



CUA DRO III . PR'.OS f• CLECULAF: ES LE CELULASAS AF :LADAS DE 

DI FEREF 'rES InCPOO? G.4N I S1':os 

OPGANI SEO ENZII'IA PESO "'OLECUI,AR 

AlternaTia al tern:üa ~- g·l uco si d a sa 47, 000 

Cf'.'.C- a s a 13 , 0 CO 

As 2 erP-i l l us janon ic us Endo-12'1 u can a s as 

Cf·:C- a sa I '12 , 700 

CJV.C- a sa II 54 ' 000- 77~00 

CMC-a sa III 76 , 000 

Fu s ari um lini End o- gl ur an a sa 28 , 0CO 

Ro b i llarda ~· Y-20 Endo- v l ur.P.na s a sq,ooo 
B- gl uco s icl a sa s 

I 76, 0 00 

II 54 , 0()0 

Tric'.1.oder ma re e sei Endo-p:l uc a na sa 

I 20, 0 0 0 

II 40 , 000 

Exo-glucanasas 

C13n I 60, 00 0 

CBH II 60 , 000 

R"'F . 

;>() 

2ª 

'.\O 

3R 

?6 

CUADRO III. PF 05 FCLECULAPEE ÄE CEIULÉSAS A1¢LADAS DE

DIFEREFTES HTGPUGPGANILEÚS

OPGANIEKO

Alternariå alternate

Asgeraillus jaoonicus

Fusarium lini

Robillarda gg. Y-20

Trichoderma reesei

ENZINA PFSO FOIFCUIAR P”F.

.J 1 ,

CFC-asa

Endo-slucanasas
CEC-asa I
CRC-asa II 54,000-92900
CMG~asa III

Ende-sluesnasa

Ehdo-Flucanasa

B-slucosidasas
I
II

Ehdo-Plucanasa
I
II

Exo-glucanasas
CBH I
CEH II

en

49.000
13,000

e2,?oo

76,000

EP,0C0

;Q,000

se,oco
5e¬0fi0

20,000
40,000

60,000

60,000

íìfì

20

'20

?,F".

PE



01,..,,,,, IV. TECNICAS EMPLEADAS EN EL AISLAMIENTO DE CELULASAS DEL GENERO Cetlulomorta..6 

CIGANI9«) CEWIA'3AS PESO MOLIDlLAR TEXNICAS REFEREN::IA 

Cellulomorta..6 6eJunen.tart.6 Ehdoglucanasas Cranatografia de Inter-

CFA 40,000 cambio i6ni=. 1 
CFB 57,000 Cranatograf!a líquida -

de alta resolución. 

Cellulomorta..6 sp ED:ioglucanasas Cra'natograf!a de =lun-

Celulasa I 118,000 na ero sephadex G-25 y 

CB 49,000-52,000 G-200, y en Biogel P-150 ?. µ1trafiltraci6n (PM-10) 
CA 53,500 eran. de intercanbio i6-

nico =n Sephadex-DEAE-A-50. 

Cellulomorta..6 sp Endoglucanasas Ultrafiltraci6n (PM-10) 

I 62,944 cranatograf!a de intercarn 
bio iónico DEAE-Trisacrir lI 44,355 
M y DEAE-Se~ A-.50 . 1.1 III 62,944 

r:v 76,880 
V 142,914 
VI 120,572 

Cellulomorta..6 6la.v.(gef!ll Endoglucanasa 40,000 Cranatografía de exclusión 
llDlecular en Bio-Gel P-100 
y Sephadex G-75. 
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ron de an ,ooo D nRrR lR P.ndn- q}ucanasa CFA v d e S7, nno D 

nara la '°ndo"'J11cena sa CFB. Por otro lac'l o , Pra ser+: Rn F . -

~H . ~ . Do ell e (1º~6) ~ 0 ~or tRron l~ sena·a c i6n v ca rRr ~e

r i.zaci6n ce hi " c el ula sas de un filt r ado de c ul tivo de -

Cel l ul omonas ~· en el cuP. encentraron se;s dif er en tes -

ccmnnnen~es c on actividad de endo~1 ucanP ~ ~ s c cn ~ e s o s mo 

leculares entre 44 , 000 y 143 , 000 D. (Tabl a IV) . 

En rel ación e m::>ecífi carrP.nte con Ce-1 l ulomonRs --

fl a vi p-P.na , Thayer B . 1
:: . y col. (1984) nurificarrn narcia~ 

mentP. ce un cult ivo d e este mi croor"'Rnjsmo (clave Jl '"CC--

482), 1 • 0 ~ ce rboximetil cel 1.'. lasa ron un neso mol ecu :ir:~ de 

40 , 000 ~ . -or medio de cromato~rafias ~ e eYclusi6n ~ole

cula r en Bio-Gel P- 1 00 y Sephadex G- 75 . 

Los Pesos moleculares reoortsdos nano estas eflsimas fue-

ron de Hñ,000 D nera le ando-slucanasa CUA v de 97,000 D

nara la endoelucenasa GFB. Por otro lado, Prasertan P. -

† H,;. Doelle (flüfñ) nooortaron le seoa'acidn v caracte-

risacidn de las celulasas de un filtrado de cultivo de -

Gellulomonas sì. en el cue encontraron seis diferentes -

ccmnonences ocn actividad de endoe'ucans“es cer sesos no

leculares entre as,G0O v 143,000 D. (Tabla Íïì.

En relacidn esoecificarente con 1 lomonas ---, , _ ¬H. , Ge lui.. _ P

flavisena, Tbayer E.H. v col. (1084) nurificercn narcial

mente de un cultivo de este microorsanismo (clave fl*CC--

482), "¬a carooximetil celrlasa con un neso moleculas de

HU,G00 L. *or medio de cromatosrafias de eveìusidn mole-

cular en Bio-Gel F-100 v Seohadex G-75.
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G F. '.~ '\R 4.L 

r-1 ~v; '.'.'."' º !"'::I --- ---

II . Ai slar el co~~ l ej o enz i má tic o extr~ 

celul ar mediG nt e el u s o ce SP~e s --

y / o solvent es or~~~ico P . 

II I. 

'1 7 

0 7 J f T T V 0 G F W T R Ã L

hìg::`T o'_r~ '-1 r¬-:¬'r'~.-'¬r~*.".r:›'r¬'É f;r_;o'r~ 11,-:-1-j~c'ì,-:›`|†f'r¬n†jr~ 'log _

r-.==`i'-11::-s=:-f-. Pnf- f'-Tr'-rn.or¬ ol f-_.f¬~'r›†~`I-='ìn oo-;›¬if-š-ti

___årn l¬i'_¡"_u=pv'--¬f¬'~Ír_';« "r'†¬¬- (`j.|=›T]1¬|`|'._r'¦I'n.p,v¬-_¬g †""jn1;_.+'ï f-on ..._

I-|~¬-¡-;-.fu-'~ 211,*-ëñ 1:-.'f'I| `1f'-f-ar'-;¦ v*.rr¬. f-ig flqfig.

Objetivos Ps¬ticularav:

I- ]:_.p+_¡:1¬11¬'i'nf¬1-¬ 'lg ff-]_¬f¬É±'!--'fw ,-'T-Q r-¬-'--1,-¬-Tr--I.-.¬-¬.

'I'f¬ ¬- 1¬¬¬r~r:-1_'_|r-r-'IF-,- Fr rn---.-'irfi-.15 .-¬-=_-" 1'] -¬`|'f

tices de C. flaviasra._- _
í

II. Aislar el complejo ensimåtico extra

celular mediante el uso de sales --

y/o solventes orsånicos.

TTI. Def*n*“ la actividad v ¬es0 mfi1sPH-

lar de las ensimas recuneradas.

fi7



M E T O D C J O G T A 

1 º"·"' ,,,1 '1 ' ,, ext: -rP c +-') c e l 10 v<' dUr>". q]_ o. e? % ( De lR Tor:- 0 , 

'1 0 P"< '). 

TT1 e s . 

Snst:r·;oit:o . 

f11olino ce cuc'-, il. lps (A.T't'111r H. Thomss co . sc : Ppt-if i r ----

fi 5.- U D *Í-__.Í._*Í_l_ii._T_iT

Eiarooraanismo. Se wriliao la cara ailvaatre de -

Geìlulomonas flavioena aislada a *artir del cultivo mirta_-- _ ----- ` -' .__ l__ _ l `

-i†1i'*.:.¬.¦'-ïrvgqfi-1 1-¬r¬¡†¬› X-n'r¬'¦j\¬.q¬r¬~fl;:--2 f_:'r¬_ -rr (-1. 17"¡':1r'i "'|:›1*¬_-;- r¬'|::*'nç:

sia y asco-acoso. (Da ia Tfl¬ae, ^aa¬)

C,-""|,'Ir'1z¦:p~1"\'V'g¦I1-1 .:~,†¬ _.-1 .-_-1 fu-'1 ï-rO- I-1.1]-I ¬-*-Í 11-fo, 9;- -1-¬p--,¬-I-¬¦1¬|_',-H»

en tubos con medio mineral, asar al PM, carbovivatil-nalu

losa al 4' v extracto de levadura al 0.6? % (De la Torre,

füfiiì. Una vas cua se aevbró, sa ircuharon los tubos a -

'1."Í"nG *inn ¿LP ï¬Q1¬1:|5, 'fr _:-.Q (_¦r¬.'_|-j_c':q¬¬¡-:¬-¬f-'r1 .sn ¬¬.e.i"¬_p›'i n-er-oriiön ç_›n...._

no o . 2 - . . . .tre s 3 4 C. La ras?a“'“a ce 'oa o¬avos se realiso cada

""!€F;'..

Sustrato. Se rtíliaó banner de cafe, tratado rre

viarante con Na0H al É' (Te la Torn”, ficgil. Tesnuêa de -

lavado v secado sa ¬asd a través de Hrs malla e F0 er un

molino de cucbillas (Arthur H. Thomas CO. Scìartifio --__

anaara“¬sì.
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C~Ld_ ón de l medio dP c u l t:ivn 

A ;T 1JP e~ J 8 llave '1000 r:.l 

Ea :;:-a ?.o de caña '10 O' 

E~ot.; _ n~ '10- ? mi:r 

T i.~r- in;:; '1 T'11T 

NaCl e, . ') g 

(rH4 ) 2so4 
2. e; 

+(PC'4J - 3 '.e, r:r 

CaC1 2 
0 . '1 P' 

MgS04 o. /' ';( 1 

"!io s fosfatos se nren'°r"'-.:·o:i mpzcl RnCo H,Po4 al 

ss;5 y KOH ( Pn l ente.-ias), h8st a l1'?VI',~ "!. ]8 S"l u ción 8 nn 

nH = '7 • 

s e coloce ~ on '101 ml de] mPd :i o Cle cnJ.tivo, -:"ce l e g e-re"" () 

una su s r c:n stOn c e 1 u l gr de C. f lavigena ohtenide a nar tir 

d e: un ~·,~o ~e con s erv 8 ción . lg me zcla SP i nc uhó a ~ ?ºC -

no r 48 ~ oras , c on ar:r:it Pci fin c on stante de 200 r~M . Poste-

ri_ormente, se t omó una alí_ cuota del c u] t ivo an t 0 rior, s e 

inoculó un s e >tundo met-r8Z e11 1JTIP :rel 0 ci.ón '10% v/v , " SI? -

incubó en l as mismas cond iciones de t emperatura v a ~it R - -

ción por 24 hora s . 

'19 

Qjmoosigišp del medio de cultivo

aan: de la llave 4000

šacazo de caña 40

Eiotìna

Tia"ine i

NaC1 .n_n

(ra,)2sc4 s.=
+ -_ -.T3ff.-f~,_L>
caciâ c.¬
MaS0¿ 0.1

'los fosfatos se nrerararo¬ mezclando H PO¿ a -

rH = W . Tocaa las salas fueren cando in'¬*' --¬

Érejera§1fj_”el_inôcnlo. En un oatcaz C0 r _

se colocaron “PT ml del medio de cultivo. v ae la acrce _

una cus†enaion celular de C. flavigena obtenica a nar* _

de un *¬bo de conservación. Ia mezcla se inc¬ho 70 _

nor ed Horas, con aaitacidn constante de 200 ran Poste-

riormente, se tomó una alicuota del cultivo anterior e_

inoculó un sasundo matraz en una relacion 10% v/v v e -

incubd en las mismas condiciones de temperatura v ae¬†a--

cidn nor 24 horas.

10

iO-p

u_u

Fl

f.'I"'

!'!`IF"'

T""É"

D*

F

-rn
P'

-fl

dde v FCH (en lentefias), hasta llevar a la ¬l o:_. 1-'¬-¬ _-::¡ 1'r¬|



Ci nética 2- e crec~rr:" . ento . SE. -. '"'1j7:o;'on tres r:i 

néticas , DA.re lP -; cw=>Jes SP 11t"l i 7.Ó 1111 fer~<=>nt."'r0 "" ---

( IH- ::::ririne eTi n .o: e? J-TD) aP '3 li.tros ª" c:o-pri r'P ci . el - 

cu2l .fué ino c 11lRdo8a n2rtir ae ur. c::lti. vo 0<? ?4 borPS . 

e r> n~R rPl"cj ón 10% v/v . L;:is conchri_on"" ne 0nerp!"'j ón 

_f' 11Pron : _'-00 rnm , o. e; vvm y :< 7°c . El rr1J"strPo "' " " º"] i 

zó 'i""roxirr.:=.c2~'"'r.te c a da 4 hores hRstP º'le pl r 1·l+:ivo ql_ 

cRnzó la f2s e estac i on2r ia . 

El crecimiento se cuantific ó in ó ir ect2~entp n0r 

l a turhi.d rcz presentada n or lRS mue st ras , 'l. un a lora-itPd 

de onda de 660 r:c. :i:'::'evi:orr: -~nte se r ea] i7.Ó 1m 00 curv2 t "i. 

po de 12 a b sorbancia a 6EC 

sa del cul t ivo fi ltraco ;on_ 1ma c ::.':1 ,,r ?. :~-~1l i_~.,::-e cc:o 1Jr:? 

membr ana t ipo HA-0 . 45 µ rr . 

De t er mi.n ación de Activi c:d En z imá ti ca . En cad 2 

muestra c olectada s e mid i ó la ectivi dc d ce'~lol ítica --

por med i o de l a técni.ca de Manci.els , como se inó ica ( Ponc e , 

1982 ): 

Act ividad sobre carboxi rnetil-celulosa (CMC) 

Reactivos : 

a) Solución d e C~C al 1 % en re~ulador Tris-~Cl 

0.05 !•: p H ~ 7 . 2. 

20 

Cinåtica de oreciafentc. Se ¬1aliva“on tres oi

nåtices, care laf cuales sa utilizd un fer"e“*afcr ----

(TH-Énrineerine 0? FTDl de 3 litros de ca-ocidad. al --

cual fue inoculadoaa oartir da ur c ltivo de Ue boras._

en una ralacidn 40% v/v. Las condiciones de coeracion*

fueron: 100 rnm, 0.: vvm v 1700. El rnastrac ¬a reali-

zd a¬rozímaca"ante cada 4 horas hasta cue al ~vltivo al

canzd la fcae estacionaria.

Fl crecimiento se cuantificö ineirecta"aat¬ cor

le turbidat presentada nor las muestras, a una loraitud

de onda de 660 rd. Treviasante se raalizd una curva ti

no de la absorbancia a ôdd vt. cet ¬a¬t¬¬“c f la biote-

sa del cultivo filtrado an una cdeaae e-llitori con ora

C) 0membrana tipo HA- ed pr.

U e mi ación de Activj td Enzimática. Én cada_

H HI- 'Dr -Qw.

let r n_

muestra colectada se u la actividad celvlolitica ---

por medio de la técnica de Mandela, como se indica CPonce,

1982):

Actividad sobre carcoximetil-celulosa (GMC)

Reactivos:

al Solución de CMC al 4% en resulsder Tris-FG1

0.05 M pH = 7.2_

20



h) Hcscti 70 d e Ac i 6o Dir:: i~ T"' 0s~ l ic { 1 i c c ( D~S ) 

e) ~e:-:-11 1 ~~("'~· 'I'r i s - HCl O . O "'~'. D''. = '7 . ? 

3J1 111'""1 ;: 12~0 08 E:!l~R ~le e·~ cnlo~~+'"'rn Ü . ·:. ~~ Ü~ ]P. 

~r i i1r.: 0r ti:: = ~<C ~¡ O. 5 r:: CP l A r:1 1 J c ~trc-. s::.7~ r- ~ tj ca; J_ A 

::: e 'r:: cubó a soº e nor t res rri n 11tos . 

La reac ci ón se ~ e~uvo c nn 3 ml de l ~ 9~ctivo ~ e = ~s . 

:Los t u~ o s se coioc "J ro: en b"J"' o l'>'.8r{ P dur =r::te 5 ry;' T' . Se 

de~Pron enfrisr P t e !"~ erP tura am~ient e v se efo~~rnn R 

a ) Sol11l'iÓn re.:;:'Üad or a T:ri s- i:l:C l 0 . 05 M !!H = 7. 2 

b) 'I1i. ! .. 8- s ñ e ry2r eJ w11~ t ,....,P.n i/. .., ce 1 X F, C P' . 

e ! Re"ctivo (1 p DNS 

LP' Ñ *Ja 'J' -J'bl Haacìivc de ' Diri“roa¬lici¬ico (DNS)

P) eaaviflffa eric-Hcl o.o= N es = i.a

Procedimiento:

Er un tubo de snaave ae c¬1o~=¬on 0,1 tl da la

aclnc dt de ÍFC “ 0.É c¬ de la muestra sìaftåtícag Ía_

mezcla ce evitó F te itcubô a 5000 nor tres minutos. -

La reacción se detuvo con 3 ml del reactivo de IIS. --

los tubos se coloceror en bado Maria durante 5 mir. de

dedaron enfriar a teroeratura ambienta v se afotarcn a

ifi al con asus destilada. la araorharcia de laa nues-
rrgp "això sy 7:70 1"±'T{. 'f'.:=='f"I 1"-¬':¬r"'¬ 117' flanco de "¬F'-'1r"*'i¬:r¬-5

v nro con la vuestra etifråtìca.

Actividad score na"sl filtro (Éjl

Reactivos:

a) Solneida reguladora Tris-HCl 0.05 H UH = 7.2

bl Tiras de oarel wbatran d 4 de 1 x É cr.

cl Reactivo da DNS
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::i <'l i. c ión rle i r11 npl 'r' f"<H'tivo np rNS , SP n llf'() p 0h11lli--

ción nor S n•i n., SP. rlP .i Ó Pn 1' ri n r y :.P. r>.foró n 10 ml con 

mi sm<i f orma se nrerlfl r Dron un hJ aneo de en 7.; m::i y un hJ ;in

co de ~:ustrato . 

Las actividades celu1olíticas se renortnron en -

unidades en7.imÁticAs (U.E.), con U.E. • a l;:i cR.ntidad de 

enzima neCf' ! "? ria. pera liberar 1 pM de ce1 ohjop.fl por minu 

to. Los anáJi_sis se l"PR1i7.Rron nor trinlicRdn. 

2? 

l-¬'-oc r-fl i :ri -'-ni fi:

wa «nazis e ai aa 1¬ av,z+", z¬»<aå†4pa V 4 ¬1 _

fi-ol 'f¬r=:-'1'|¬i +'--fir'i¬'¬¬ -'ri :'1¬'*.|=¦H""l'¦1 "'|l'l'" "`¡"“¬ HP *I""~"1'r'\:¬¬I ¬r -'rn '¡T'+-:""¦1'I"1f:|| .-

rlurarita '10 minu†c›_=¬ -1 -U,'=.nC_ La rcoccifui -:ri rlotnvo con 'Io

nflicidfl de 'l Iul rlol ref-c†ivo de T`1`*IS, se r¬~1i:¬r'1 :-1 ah11`I`|.¬i----

ciñn nor 5 min., se dcid enfriar v oc oforö a 10 ml con_

aeue destilada. La ahrorbancia ce levö a ÑPO nm. De la

misma forma se nrenararon un blanco de enzima 3 un blan-

co de cuatrato.

Las actividades celulolíticas se reoortaron en -

unidades enzimåticas (U.E.), con U.E. - a la cantidad de

enzima ncce-cris para liberar 1 pH de celohioso por minu

tn, Ica análisis se realizaron nor trinlicado.

PP



si o'i"l . 

ro nor Herh~rt y col . , (1Y71). 

23 

Renn¬@“vcí5n dfl ì¬r frxífiflfi. Hrfi vfiv nrflcfifin --

n1_¢n¬tfiv@ nn ìfir nnnd*nífwwu= rmìncnåfinflfifir, Pe P*]trñ 2

tvnvås H@ unn mflììracïe nvìnn rwúwa reru*fl“P“ Q] hn"flzfl TH

Piñuflì. W] ¢u¢†vfltfi †finHne“nfln nn lwvö flofl nflnn dfivtfiìa

62 v ¿Pts se afflëwó =1 nsìñn 5@ cn¬tívo †P“H ¢H fiflhtvifn
., . n¢nfi~fifl, 12 run? me ìïfiva n nahu H 41,000 finm y ü G nar

10 Wir., nprn tflnbvjnr unn ìns Qnmímns Fnïnhìfls. En PT

=nhvenflfinnt¢ finfi re obtuvo Fe evn1nnron Ins antìviñnfinn

eP?ím¿+ìnn¢ nflmø Pe dflscr4híö snterìnrnønte, H sn Wìdiñ

1: nnntíñflfi ñfl firnte¢nm nn? flì mêtndn de Lowr#, mnñìficå

fin nnr Herhfirt 3 col., (1Q?1).
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P°PACi-"'i+: ~c lAr. 0r=-- n:;,1 · :=-,r-· 1 .-=. --- - -- - ~-·- - - - --

1) 3t?r>01. 

mu 0 s tre , ~or trinJice do . 

2) Acetona . Se probaron dos re l Pc iones solven te-

muestr11 

y nor triplicaó 0 c PdP una de &stas . 

3) Sulfato de a~onio . 

cienes diferentes : 1 4, 36 y 60% n/v . 

a!'::re1ró p]_ so 'br enadante, "' º mezc ló v se r1.e,:ió rr ec~ 

pitar durante t oda la noche. pp r-13 c11ca uno d e 10s 

norc enta ~e s se emn1earon dos muestras indo.~endion 

tes c 0n t res reneticion es pPra CP~ª c11sn . 

Fn t odos l os CA sos o. l ' ·r eci ni tA.d o s e recunPrÓ cen 

tr ifuq-ar.do las rr.uestras a 10,000 rnm por 10 min11to s v se 

resu s':>endj_ Ó en un volúmen conocido d 0 r-e-;-ulPdor Trj_ s-~Cl 

0 . 05 M pH = 7 . 2 • Todas las ~reci ~i tacjon e s se l 1 evaron 

a cabo a 4°c. 

24 

F1'-›¬›¡q.c¬Í '~¬..†j±-:p¬ì ff*-H r'*..¡:. fij- f, '_ r
-.-1.1.1.1. ._ _.-._ . --=_. - ï

-li- '1
I”.- :_ .-J

l
---1'.f'-¢¡,r'›f¿¡f-7'--:nf-_ 5;- ¬¬›-1-¡---gg_ Í

¬-¬¦:-1-¬ 15:5: 'D1¬f'¡+p¬¦nn|_¦: †¬“¦-'13'-:±r¬.Ãn '-1. 1f¿".1'¬-¬'.|"H"|--¬-c' ¬I"'s-2'-.'f-fu `|f1- ¬'¬-'I_"~.-':|fl'¦¬“q'¦"*_-r-_

1-Í 1 . ¡Í -¿¬:]_¡:¡1-'q_ï 1,-QE ,|¬--.'r¬.f¬,¡;¬'|›'1'|j-r¬-;..~¬¬--¬_-›¬-:-.-- ,¡5|;_-. "I{-¿,.- ¢-*~`|1¡--.-v--r-f.-¦.-_- ,F-,¬.-...-'----~«-¬.-..,-_:-_-t F-T-_._¬.

1.

_

Ir:-`1-'¡ ¬¬-E :IT-¡ 1-..-. .-1 -1--y-,_.-_'t;,_--¦¿-.a- --¬-¿¬-¡T-' -H¬p-¬¬| -1 1-.r-¬,¡"3¡*'-¡Q ÍÍIP11-¬¡-¬f¦¬,

N. f¬fW¬n*sss*ov “s“=¬ofll*.

Ífl) E¬!'_'_-:=1_¬›¬'l _ j:“¬-1'-.rn1-1"-,c go ,;_-.-'r-'†¬.r:..~-Q, :fl ¡=3¬_I.*¬-"lf¬f.¬..-'-¬".-fx on-1
_-H-_-› _'-

eirštioo si HHH reÍ“o*5n 2:” f se oefiå ~weoí¬*†er
1

nos R “o†es. Ls ofieoãoifoflíon se resli

muestre, sos †Pío1*osoo.

2) Acetone. Se oroberon dos relsoionss solvente-

-P-'ï¦'¦1.lES'fÍI'-'13

Ãfl' .'31 :nn *|-un-_¬. _

1 Y 3:4, defiånfiose “fleoifiífer Por --

1 hores. Se effiïsfiron dos soesfres 4nFsflsnf*=¬+es

y oor friñlicson osos une de 5s*es.

_ S- W lea- oo Ps -3) lf †o d svoni e H Por 1 o fi*“ -_ Su s,. e _ _ o e -__ _ ~_ , p

ciones diferentes: 14, 36 y 60% n/v. Ls sel se_

esreeó el snbreneoente¬ se mszclo 3 se ñejo nreti

pitar durante toos le noche. Pere caos uno oe los

oornenteies se emplearon dos muestres inoe“endì=n

*es con *res reoetíciones pere oefifi ceso.

En todos Tos sesos el srsoinfifiedo se reouoerô seg

trífufiendo las muestres e 1ü,UOD rom por 40 mientos v se

resusosodìo en un volúmen oonooído oe fiefuleoofi Tvìs-HC1

0.0 5 M pH = 7.2 . Todas las precifítsciooos se 1¬evsron

H oebo o 4Úg_

Po



con ( LH4 ) 2so4 fueron d ef-:Jladas a tra vé s de una columna -

de i)e phodex G-25 de 2 x 20 c m., u t iliz,c_ndc como eluyente 

el r. 2- smo recul aílor c :r, !")l r a do p2ra la r e[u r ' er:ci ón. 

Cromatografía de fj 1 traci Ón en c·el. ~ · e mon t ó una 

c·J lumna c on Se haclex G-100 1 de SO cm. x ·1 . 6 c i:-1 . la cual_ 

se equilibró c c.n ree-ulador Tris- HCl e . o _; . rH~ 7. 2 • Se 

coloca:·on S ml de l .'1 mu 2Etra pro : eica :' s e e l'-yÓ con el 

i'.lismo r· ec ulaC: or , r ecogiéndo~: e f r3.c cione s d e 'l'l T'll. ::J. 

: roce s o s e ll evó a cabo a 4°c. t e stas fr -:; c ciones s e 

l es d eter ;•:inó 1 :::. ab ;;e;1·ba:-ici a n 2f 0 nrr . en u..'1 c~: ~ ec tr0fo

t émetro Fer in F.l rn er - 3A. 

Electrofore[iG en geles de poliacrilamida. (La-

emrnli, 1979). Les mu '" s tras se corr j eron en reles de po

liacrilemic~ a al 7.5%, tanto en condiciones desna t urali-

zantes como sin SDS. Se a pJ. ic6 un vol ta j e c: e ;-o vol ti os 

mientras la muestra estaba en el cel conc en t r a C. or (pH=6 . 8) 

y una vez c; ue alcanzó el e eJ separacor (pH~8.8 ) se aurnen 

t6 a 100 volt i o s . Est e voltaje se ap l icó ha s ta ~ ue el -

colorante e s tuvo a 0.5 cm apro; imadamen t e del borde in.f~ 

rior del l el. 

25 

f i ' ¬* ± = of 's W1 -- ¬ - ` f* ' 'f 2al m ooolfir. 1- ¦n1-_. _ le L 21: .t '1o:1_...±1_

con (LH¿)ESU¿ fueron de±¬1adas a través de una columna -

de ¿eohodex G-E5 de 2 x RO cm., utilizando como eluyente

el ïìcmo refuloocr o clfeco para la refur encion.

Cromato efí ` ' ~ _ :e ¬on†ó una

rolumna con Se hades G-fi0C, de :Ñ cm. x fi.E co. la cual_

se equilibrô c.n regulador Frio-HC1 E.ü, . oH=?.E . Se_

colocaron R ml de lo muestre nro'eica T so olcyó con el_

mismo rcçulaaor, rocogiéndose fracciones de oo ol. fl --

jroceso se llevo a cabo a QOC. ' estas fr¬cciones se -

leo actor ìno lo obucibancia o EEG no. en no crpoctrofo-

tometro Per in Elmer - BA.

Electroforecio en geles de Qoliacrilamida. (Is--

emmli, 1979). Las ruectras se corrieron en geles de po-

liacrilamifia al 7.5%, tanto en condiciones desnature1i-

zantes como sin SBS. Se aplicó un voltaje de TG voltios

mientras la muestra estaba en el gel concentraoor (pH=ê.P)

3 una vez cue alcanzó el gel senarador (pH=B.Bj se aumen

tó a 100 voltios. Este voltaje se aplico hasta que el -

colorante estuvo a 0.5 cm apro:imedamen†e del ooroe inre

rior del ,e1.

25



---; 7-::+-r_-. r;-"""'......,CC:i S ':-)-~- ,.,:;:.: - cr sir, r~J • 
-------·- ·- -- - - - --

nués se :cl oc 6 l R band2 recortada er l ~ = - :~2 s · ·~~ ~~ -- ~e -

ai-:-li c_é 

Ti nc ión C ·:'n nl 2ta n a!'2 n:rote:Ín 'l s . SP "'' r11° 6 una me-

todología en bas.e 2. U."12 c :• -"::li:12c i6n de lA.s técn icas d esc ~i -

tas por lo s pr ov eed ores d e Ejo - Raó , y p o r Wr ay ~ . y c ol . --

( 1 °81 ) , como se i ndic a : 

Re2ct ivo s : 

a ) Me t <> r o1 : Ac . acstico Li-0 : 1 0 ;~ v/v . 

b) Etenol : Ac . P.cPtjco 10 : S 5-6 v/v . 

c ) A~i'i0 3 a J C • .P:-0, th CH e ::H4 OH. ( Se d i sol vi P:rori 

O. P. p: de nit r'l.to d2 nJ.:ctP. en!.!.. rl de " ""t:f'. 0.'"s-

14 . 8 p.; . 

co al 1% con 0 . ?C, ml de fo:rmq] de~ idn PJ 3P% v 

s e efor6 A 500 ml. (La sol11 ci6n dehe ñ 0 f' e~ 

fresca) . 

e) Acido acétic o al 5%. 

?6 

.. . .¬ | 1 _- - _I- I:_¬.._.,V.¿._._..¬:,¿_.¬ E ...I .¬ ,,¢...,_.¡1..,.._Y..,¿_'1 .
_ . 1. ¿_ __. ¬.-

í..,.,¬,.,..._..._-_ í__.¡_---.__----¢_.4. -

| .I 1 1 I I 1.

f1I""'“`-3 ""`."" "J-.""':""'ï`Í""'~"*Í "'¬ Í'-TÍ ""` "C¬íJ"`-DE `ì"'Cr C95
í

.1_.n.--I----"` -- .--_..-, ¬ -- - - ..na=u†ee¬¬-* -s. “rc ~ u _ ' fu¬ = es re-
+."' ¬ ' H' _' - _ ,..`..._ ' 1'- 'cor 3 is cocos .er c.¬ fi-~- o. c ¬ . - “ cor =- "¬or--

-.r ¬ _- - _. ,_ _- _..tos en una =*¬“c1'o corcf--:¬fc*re oo* e- ' -. _ cee---
I' f -. _ones ee oofoco le conde recor+ede er la n-*#5 s¬†>r_^¬ se -

un gel con EBÉ nera su corr*miento er *efcncf ;**e¬eion. Se

eflico "" v¬`*¬*e c'¬-†er†e ce 30 voÍ*1cs.
'F

Tincišn con olefa nere oroteines. Se **†v*ö ore me-

todología en base e one o *oioeción oe las tecnicas descri-

tao por los proveedores de Eíc-Red, y por Wrey W. F col. --

(¬QB4}¬ como se indice:

Reactivos:

a)
b)
c)

Metsroì : Ac. acético 40:40 o v/v.

_'-.D EnEtanol : Ac. ecetico É v/v.

Aïfiúì el C.FÄ, N=CH e IHÄOH. (Se dísolvieror -

0.3 E de nitrato de nlete en 2 oi de erre dee-

ionficsde v se aereeó sofa e core er rre *=ar1=

de ?1ffl de NhCH el 0.?F%1v'"uï7fl f= Íï¿CE -

1e.8 K. Ir soïucïoo se adoro e "P" ¬†*- Ia †“

ïnodon ef “rerero eì mooenfc oe caerse.

dï Revelador. Se mecolaron 2.5 ml de ¿ciñe oítri

uu"13 "clco al 1% con 0.25 ml de foroeloeríor al v_

se aforo a 500 ml. (La solución debe oe ser --

fresca).

e) Acido acético al 5%.

96



Proc edimiento : 

El geJ se sumerfiÓ ·toda la n oche en l a soluc ión 

(a) , desnués se ca r.'bió a la sol ución (b ) por 1 5 minuto s ; 

ens eguida se realizPr on dos lavados c on a~ua d esi onizada 

po:- '15 :::in utos cc.::5.a uno. Una ve z er:.j u;:;.rac o el ;z:el se a

i;;r=;z:ó 12 s oluc ión de pla ta por 15 minutos, r..- i tándose 

a-roz i mecc.oente a 50 r pm , se l avó el rel c on ae:-ua d esi o

niz2de nor 10 minutos y se s umergió en e l r evel c.dcr has

t?- oue aT'P.reci Pr on l ?.s bandas (anroxi rnadement e 15 min . ), 

en este l!lomento el E"el se lavó con a f'"lrn y el de sa rrol l o 

deJ c ol or s e d etuvo c cn ácido acético al 5%. 

'2r~ i6n nr.r;:; nrot ein~s con azul de cooma s s i e. Se 

si>-uj ó l a t s cnic2 citadB nor Maizel 1 (1971). 

1) El P-el s e su":er;-ió en '..ll'1 a sol uc i ón d e azul -

de coomasE:ie al O.C,~ ccn á cido ac ético al 7% 

~ met anol al 30% por un n erí o~o d e 2 horas . 

2) Posteriormente s e hicieron vari o s lavados -

del gel con una solución de á c ido acéti c o :me 

t anol 7:30 % v/v. 

?'1 

Procedimiento:

El sel se eumereio toda la noche en la solucion_

(a), desnuås se carbio a la solución (b) por 15 minutos;

enseguida se realizaron dos lavados con seua desionizeds

por fi :inctos caia uno. Una ver enjuorado el sel se e-

sresö le solucion de plate por 15 minutos, asitåndose --

s“rorimaceoente a 50 rpm, se lavo el sel con ases desic-

nioaoe cor 10 minutos F se sumereiö en el revelador has-

ta cue erareciaron las bandas (aororimademente 15 min.),

en este momento el sel se lavo con seua y el desarroJlo_

del color se detuvo con ácido acético al 5%.

Tircion_Eera orotgjnas con azul de coomassie. Se

sicuio le tecnica citada por Hsize1,(1§7¬).

1) El sel se sumerriô en una solucion de azul -

de coomessie al 0.2% con ácido acético el 7%

v metenol al 30% cor un oeríodo de 2 hores.

2) Posteriormente se hicieron varios lavados --

del gel con una solución de ácido acëtico:m§

tanol 7:30 % v/v.

Í-"P



DeterminAci6n de neso molecuJRr en electroforesis 
---~ -

en !"el de noliacr:i.larnlli• Los estandares empleados pArA 

determinar los pesos moleculares fueron: Albúmina de bo-

vino (66,000 D), Ovoalbúmina (45,000 D) , Gliseraldehido . -
3-i"osfato de~hidrogenasa (36 1 000 D) , Anhidrana carb6nica 

(29,000 D), Tripein6.r;eno (24,000 D), Inhibidor de TripsJ. 

na (20,100 D) y~-Iactalbúmina (14,200 D) de l a marca -

SIGl·JA, y se col'ricron independientemente de las muestras 

enzimáticas, en un gel de ncrilamida al ?. 5~~ bajo les 

mif::mo.El concliciones mencionEl<lao para la electroi"orc. cin 

con m:s. 

Idonti1'icaci6n de cctividaG r:obre CMC en loa r¡e

les no desnaturalizantes. Se prepa·,·aron r.:eJ.es de a r;aro

sa tipo I (Sirma) al 1~$ y Cl-fC al 0.1~ en rer;ulador Tris

HCl 0.05 U pH•?.2, des:iu6s i:;e empalmaron en reles de po

liacrilat1ida con las r1iuestras corridas en condiciones no 

desnnturalizantes. Se envolvieron en papeles húmedos y_ 

se cnoayaron direrentes tiempos de incubaci6n de 30, 45_ 

~ .60 minutos a 50°c en una estufa Lab-Line Instrumenta,_ 

Inc. Una vez incubado el f~ el de a c a r ona, ::;e cumer~i6 en 

una so1Úci6n al 0.1~.: de ~ojo c~nco por 1 ) minutos a tem

peratura ambiente, posteriorm ent e s e eliminó el rojo co!l 

co y E: e adicionó NaCl 1 H durante 1 '.) minutos, se rer.iovió 

el NaCl y .finr. lmcnte J1arn contrn ctar los halos ele hidró

lisis s e ac:reg6 HCl 0.1 U para ·virar a un tono azul. ---

Mee Kenzie, y co]. ,(19R4). (Sei s muestras independient es ). 

28 

Determinación de ceso molecu]er_§n_§l55§§g§2§g§1§

en É-B1 es _-g¿:_›1±sc1¬±1-amics. Los estandares crol-al-dos para
determinar los pesos moleculares fueron: Albúmina de bo-

vino (66.000 D). ovoalbúmina (45.000 D). G1insra1dehido_

3-fosfato deshidrogenasa (36.000 D). Anhidrana carhónice
(29.000 D). Tripsinågeno (24.000 D). Inhibidor de Tripsi

na (20.100 D) 31%-Iactnlbümina (14.200 D) de la marca --

SIGMA. 3 se corrieron independientemente de las muestras

enzimáticas. en u gel de acrilamida al ?.5fi bajo las --
mismas condiciones mencionadas para la electroforesis --

con SMS.

Identificación de actividad cobre 0H0 en los ge-

les no desnaturalizantes. Se prepararon geles de afaro-

fla tipo I (Sifma) al 1fi.y CM al 0.1% en regulador Trie-

HCI 0.05 H pH-7.2. desnués se empolmaron en roles de po-
r

lincrilanida con las muestres corridas en condiciones no

desnnturalinantes. Be anvolvieron en papeles húmedos ¡_

se eneaysron diferentes tiempos de incubación de 30. 4§_
3 60 minutos a 50°C en una estufa Lab-Line Instruments._
Inc. Un ves incubado el gel de nïarooa. ce cumergió en

una solncion al 0.15 de rojo congo por 15 minutos e tem-

peratura ambiente. posteriormente se eliminó el rojo con

Go y se adicionó Hafll 1 H durante 15 minutos. se removiö

el Raül y finalmente nera ccntrnctar los hslos de hidró-

lisis se agrego H01 0.1 N para virar a un tono azul. ---

Mac Kencìe. 3 col..(19Hfl). (Seis muestras independientes)
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Identificación de activid~d sobre celulosa en ~e-

les de noliacrilamida. Se empalmó un gel de poliacrila-

mida corrido en condiciones no desnaturalizantes con un_ 

gel de agarosa al 1% y solka-floct"al 0.1%, se cubrieron_ 

con papeles húmedos y se incubaron entre 45ºC y 48°C du

rante ocho días, periodo durante el cual el gel fué oh-

servado cada 24 horas nara localizar halos de hidr6lisis 

de celulosa. Mac Kenzie y col.(1984). 

Se tl'abajaron tres muest.::as- independientes con -

una s6la repetici6n. 

+ polvo de. celulosa 
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Identificacion de actividad sobre celulosa en ce-

les de poliacrilamida. Se emnalmo un sel de pcliacrila-

mida corrido en condiciones no desnaturalisantes con un
_

I

gel de asarosa al 1% 3 solks-f1od`al 0.1%. se cubrieron_

con oapeles húmedos 3 se inoubaron entre 45m0 j #800 du-

rante ocho dias. oeriodo durante el cual el gel fué ob--

servado cada 24 horas nara localizar helos de hidrólisis

de celulosa. Mac Kencie 3 co1.(19B4).

Se trabajaron tres muestras independientes con -
una sóla reoeticiôn.

+ polvo de.ce1ulosa
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Cinét i ca c'e -:::,...ecir:li ento v n rod uc ci ón ne ce1 1llA.sa s ---- --· 

crec id?s en ba~azo ~e CR~a al 1 %, se r eA.l i7a ron con el oh 

•oe s cel1.i1ol{ticas del C'o'Jdo del cul t i vo . 

Zn la :i:c; cr1;.r a 3 se Tr'Je s t r a l 'l. c u:;:-va lo '-"f "itice. ePcori. 

trR.d?.., <"' orde se t''Jeden e nreciar una fas e d e ada;:tac:i.ón --

del m; c!'oOrP-" ni s mo de a '")roxirradamen t e 4- horas s e ;;-'1ide de 

Ja f'2 c: e de c :"eci r j en -co e :x-<"'onencial c on ·'ria du:'acién de a -

nroyi_rr~ c' a~snte 2R horas , ~ f ; na l ~ente l a fa s e e s t a c i OP ª --

ria oue c:.e P 1 C'Ar7. Ó a l r eded s r d e l "?s i21:or?.s . 

Sn l a misma ~ráfica nod e~o s ver ou e la a c t ividad -

celul olí t ica se nresen tó de s de el ini c i o d eJ c r ecimi en t o 

hasta la f ase final d e l r.ü SI:lo; sin embar¡:::o la acti v i caG. -

enzimátic a sobre CMC alcanzó su máximo nivel a po.rtir de_ 

las 28 ho!'as, mi entras qu e la ma yor activ ida d sobre P.F. 

se manifestó desde las 24- horas. 

La veloc idad esr ecífi ca d e c ':'ecil'li ento del cul t i-

vo se determiI'-Ó l inear izanco l os 0untos de la f a s e expo-

31 

Cinesice es crecimiento 3 preduccišn de ce¬n1esâ§

Ies cieëticse reaìisefiss cen Ge11¬1“¬enes flevifefla

ceeciúes en hsesse de esfis sì 1%, se Peeìíeeren cen el eh

¿ete ñe eïeeir ei meeente eeecusfe ¬ees eeteP=“ ies e¬ci-

"es ceïuìeliticss ee* cs1de del cu1†ive.

En le Fieera 1 se reestre le curve lesfstice eeceg

trade, ñeede se eeeden enreeiar una fase ee edertsción --

del micreereeeisme de eerexiradsmente 4 hevss seewìôe de_

ìe Pese de ceecirienfe eïfienencial cen “Hs duesciñn de e-

ereyíreïesente 29 Heras, ¬ finslrente le fees e:teciees--

ria cue ee e¬csrsó elredeéer åe les 12 seres.

En le misma eråfice eedemes ver eue le actividad -

celulelities se eresentö desde el inicie del crecimiente_

hasta la fase final cel misme; sin embaree la sctiviese -

enzimática sebre UEG slesnsö su máxime nivel s eertir de_

las 28 heres, mientras que la msyer eetividsfl sebre P.F.

se manifestó desde las 24 heras.

La velocidad eseecífica de crecimience del culti-

vo se determine ïinearizando les ¬untes de Is fase exec-

31
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nenci a l entre lFJs 4 v JPS '.\O 11 . , ~· 0 i t .-onr'o 11nP VPln r übd -

eS".leCÍfica de Creci r,:j_pnto de 0 . ".(IO cr :;:-p "TI 0 s (lo ':Jj 01!18.EFJ e,.., 11r¡ 

litro de cul tivo, no r horP . (Co eficiente (lp c 0-r~plnri6n 

o. aas) . 

En bR.S•? a Jos r esultPdos obt.er, ir o s se on~ó i>or SPDFJ 

rar a 1°s C" 1 UlR.s2s de l C"td o deJ c1.ütivo e:o 'm ne-rí ."lrin c0~ 

prendido ent-re las 28 y ~ ? ho-rqs de creci mier,tn • 

.. 

.-fjlnl'_ El-lt

EF:+}'EC'T-F".¡ re las 4 V 1_ *ca de ` -Pe 1

11t“e ¿Q " ffecìefi In H', s¬"' Cu1.L_. ---É-?n†Ñ d -_ '†Í-3 _

0-Ue=¡_ ”1V0. nor _ E 0.¬fie ¬†fi esp wnï' ' re *":¬. ' .

UP;-' (C093. 'fiffl-¬F_ fiü Úñlrìflñf--"lf¬¬' `=em.¬ ` "" PFH-B -'19-_¬1'~ en “ ef ,| r"n-Tñ' ""s`ì..r__. -
.¬ ¬_ñn

En_ bag@ a
JOF' Tn“F"¬†s-J' JH_ünãI|. 1-;'|"`-1-n

" GD:" F¦'¢= {_"|T¬±.r.Q _r__-C"'1¬ Q_ _ QT-TH

rar H 19%" f'.':›'11 Ops ¬' Ueì_.. ¡Í-un-Ita 0 e PT
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FIGURA 3. CI NETICA DE CRECI MIENTO Y PRODUCCION DE CELULASAS DE 

Cellulomonas flavigena CRECIDA EN BAGAZO DE CARA AL 1% • 
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Recune:r-3ción d e l a s nroteínas <'l el c :o lc1o <'le cnlt:i vo 

Una vez sel ecc i onRdo el tiempo de crecimi1mto en 

el cual se ibR a r eaJi7ar Ja r~cu~erarión c 0 l as enzjmas , 

se :or ocedió a proha~ dif9rentes P ~entes de ~r ec joitacjÓn . 

Corno se nued e ohse~var en el Cu~d ro V, a nA r t i r 

d e la precipitación c-on et,,r10l. en un8 ".'els ción ? : 1 , s 0 -

obtuvo un a recu~eraci ón de nr oteinP s del 30 . ¡:,% y de act i 

v -i_dfJd SObre c•·c del 18 . 80 ¡.) , :'P:C-Ul t2r¡ro 11TIR "'.'Ér dida Ü.e -

l a pct j v i da d específ i ca del 52% . Est" cJj smin11c i. 6ri en la 

a c t i vidad s e d ehi ó p r ohahl emen+e a 1m li r er o inc rer ento 

en l R tel1'':'erPt11r a l e CU ?l '"'·1 ld O DT'O!"J iCiPr 1,, d<;Sl'"\ Rt11ral j

ZBCÍÓr ~ e la s -ro~ einas en la me7rla cnn et Pnol. 

Cuando se T're c iT'itó c rn "'r, e t- 0r 2 er • :T'<> ~"'J " <" ; Ari 

3:1, se rec ohró un 28 % de pr ote{nq s =' un 40 . 8 ;; <" 0 ar+-i " i 

dad sobre CMC, rrd. ent-ras qu e a l ¡:mm enh~ :r el •.rr 2t'"'"'n c "·· l -

snl vente a. una re l a c ión de 4:1, se ~nc ont-r-0 ,.n,, r'. i c:rnin11 -

ción ne ~sto s porcentaje s de recu~ er,,ción +ante ~n l a -

prote{na como en la activida d . Al em? lear s e e s~e snlven 

te se observó l~ fo-rmRci6n d e un nR nuP+-e d e~i~0 R l a ~ ·r o 

~Rc ión de l ~c nr oteina s como result~co d e 1 3 dism ~ ~uci ón 

del gr e. do de ionización de los grupos R de le_s "º iSi.las . 

Recueeeecien de les ereteines eeï celñn de cuiäive

Une vez seleccienede eì †iemhe ás crecimiento en

el cual se ibm Q eeeìieer le recneerecíen de les enzimas,

se erecedió e erehse eiïererfes eeentes de ereeíefi+eeien.

Ceme se Puede ehseever en ei Gnefire V, e eer†iD_

de le precipitecier een eteeeï en uns “eïsciñn P:1, se -

ebteve une eecueerecien de ereteines del 3U.ä% 3 de ec†i

vided sebre C”C del 49.8% Í, sesulfeeee nee eerdida de -

le ectiviesd especifica de1 52%. Este diemìeucieh en le

ectivided se debió prehsbls¬en+e e un Jieere increeente

en le teeeseefuse le cuel “sde eeeeieier “e desfle+Hrs7i-

secier de ìee *?c*einse en is eescìe eee eterel.

Cuesde se eeecieifñ are fce+ere es wee ee1ecieu_

3:1, se recehró un 28% de eeeteines y un eD.P% ee ee+i"í

dsd sebre CMC, mientees nue el eumen†ee el veleeee 6=¬ -

se1ve¬†e e une releeiee fis 4:1, ee encnn+ee eee eieeiee-

eiôn de estes porcentajes de eeeuñereeíen †er+e ee le --

preteins ceme en le sctividsd. A1 emeleerse esse seïven

te se ebserve le feemecier de un pneue+e fieeiec Q We e~±ï

esciñn de les ereteines ceme resultefie de le eismisecien

del grsde de ienización de los grupos R de les “ieess._

'ÄIL.J



el reg;u l '3 dr¡r der·; do -:':' ,,r~'1l wrccnt e <? r: u f: 18 ': efllr;e:.natura 

de t :ra ba ,-io f'1;é dP 4 °C :-a rFJ. evi_ t:2r J ::i CPsn2t:11::-eli:>:2ción 

de 1as Prizirnrs . 

Ja rni l v col. (1 qPP) r: r "h"' ;"ndo C"n _Q. fJ 11 virene , 

]Of"TPT'Of1 id entifi.r·o.r 4 erd o <r ) ll('8DP S"J S en el ~·0brPD 8 ÓFJ.nte 

Por 0tr·-· J _ ::-~c . ,,.. , :~r:r1n co 11 ti l i'7,~ eJ .~1JI f'.ntn d e ~ 

t;iy:;.c~,.,c_ _-,o·;,r.--. Ci·'C "P i n cre rr entó al a umentar la c::ncentra 

ción de la sal ; obteniéndo se el 5'3% de l a r r oteína ori€".i 

nal y el 73% de 18 activiiad "0bre CMC desnués de desa--

1""" l as r.mes tres urotei.c2 s .,,reci :ü t:8 d as c -: n ('.'H4 ) ?S04 al 

60~ c/v Ce ~r o ximFJ.dem ente ªA% de seturación) .(Cuadro VI) 

Nr obstante haherse obtenif o una activid ad esne-

ríf i ce ~"vor al nrec i n i tar con acetona, se sel ecci onó la 

orecinit:eci ón c or s 1 •l fsto de ?.moni o debido e ocie rresentó 

,,1~ns oorcent-<>~ -º S ,~e " "r• --- e rec ión y se res•.Js r.endi fi fác il 

Men t e, ~i entras rue eJ rgc uete formRdo nor l a ~re c i n ite 

ción ~ en <icet-:n¡:¡ no "e T' cc;ci c- p- (iió h o:0 <v"enP?.fl' P'l t"' haci_,,,; 

Este 'scuefe eresenfe ece`eess ¬;rs su resuseensión en_

eï reeulsees dehide “r'^"¬1e"=e†e e ~ue le femceeetura -
. 1 ¡ Ñ 4 ¬ 1- 1 I I'de srehefe *ue de H C *ers ev1†ss ¿s cesusïurelisecien -

de Iesfwwfiees.

Jemiì s sel. (¬CF§ì freeeieede een C. flevise sP 1

ìesreeee ideufifieer H eedeeïueeneses en el sebreneden†e

el “Peciei†ee ]es “re-eises een eee*eue sì FW? v/v. sis

emherfe es+es euseres ee sefleietee svs eiicifecies de ee
- Í

f"."'*'{".HE.*`¡"'FI'.I1"'1 CI"¬ .

PQ? e†fi† Ís5R_ eflsflfin se H†í7Íså 9] "HÍPfi†n de E

eeeie ev Ése efi”e“esfes cencentrecienes cese eeente ere-

cie*+en*e. ¬e secueeeeciee +en†r ce erereiees cese Ce se

tifieee feeve CRC se incresente el eumentar la ccncentpâ

ción de la sel; ebtenfiêndese el 63% de le proteina crisi

nel F el 73% de le ectivjise sebre CMC eessuês de ôess--

Fe* les muestres ereteices ereci¬icsdes cen (ïH¿ì;SO¿ el

50% e/W feeeeïimsdements GRE de ss†ureciôn}.(GuHdre ïI)

He ebstsnte hshsese eb†enide une sc†ivieeö eeue-

cifice “eses el erecieiser cen scetens, se seìeccieuó ls

erecieifscicn ces seïfste de smenie debido e cue rreseu†ö

e¬*es “Prces+efes Fe eeeseereciön Y se resussendiö fácil

Wen+e, eíentres fue e] feeeete fermede ser la Precieífe-

ción cen ece†ess ne se eeeee¬e“ñie eereeenesweflie hscies

3G



P.
1 co -:" rerlR "'" J . -:i-,'?CÓ reterida en el n unt é; de s ·:' i r8 

ción f.:' e< el . 

·. ~r:. 

- r-:· --

Ge un rui ~~vo Ce E'11~.:; ...... ..: .~_ ;" : 1ni con f=Ul.'!° e tr d~ 2r:o11i.o R.] 

~.ocJ 
r ' • 

mFJ :·or , ~. o r"ial 1 o s l ~ evó R l::i c-.e r,, racióri de un ;:. s o1a e>ri -

d0 1'2. UCP. DRSa . 

AJtern<>:-Üi alteT'n a ta Jo-r6 rectr'P.rar 0astR i:n P,0 :~ re <>r --- - --·--- ------ -
t iuj~qj sohre> Ci'1C el n r e c jni.ta,., c:on su] fa to de eror"o ci l 

CRhe -c~c~oner rue a lR fech" ro ~av renort~ so-

h ,., 0 T'~ r un erP.r~6n d e nrot e ínas de C. !l a vi~eriR rr r e s t 8 -

de dificil le m¬r€'e¬scFen de le ~wfstrs. además de cue

e* ceererle es 'fl' 'eecö referida en el suntf de e¬`ics

ción se eÍ ef.

_ _ ¡I - | - 1-

413?- †`Jf`..Í'."_".-Í*1'1"IE,-!.¬i-`.-I` ' ¿`:' """'-:CU fi"'HC1Cn ÚftE:T`Ll'."`.`."f :BTL *"'

.. -. . .. \._ ., __ __ __ __ _ ._ ._nresee†e teu-eee een e' f.:. seÍ_ 2 ïes 'ef s -f -~1*» L
r,¬.| .FF -:-Jn,-¿Ii--.. ` -e-¡I--.-¬ F-¡Ir--_:+-¡._-15:' -_ .-_: _-.I - .- .- In.: ___

Usidïe H c:1.(1¢”*)» ' `*'^" “Teeì*11e; s `es ¬ïe*efnes
J

LJ. 5 ,-Jnse un eu¬*ive es Fefeeiu' cen suÍ†et' de seeeie sì

-¬r 'fl -__ - ¬ 1-1- '-.-¬r»¬ ' "i -I: ¬\ II- I' 'Frfür. swles -c. ¬.-f P el L.1fl se rrefeinf 1 el 1F.ì» -

es ee1*“ï:efi †¬;~e leerande une setivided erneeífìcs'QJ .._L.. 'Í3

meros, le cuel Tes ¬ìevö s le rereraciån de une sele eu-

deelucensss.

Mecsis (^Q84),trebajande eee un cu1†ive de -----

Aìtc leerñ recu¬erar *este vn PG? FeD '-5 'J u ':I :-1.im *tu I--I cl- tb1J ,u --†iD 11 T1

tifliced sehre CEC el precipita” cen su]fsfe de smer*e sì

80% de sstureciån, sie emheree su Pecuee“ae*$n ee “Peteí

ns fue eeïetívemsete beis (3953 1@ cue? eud¬ isereeee*e“

'Í-± -_-1-'--F-f.r*'|.-`.--r`1 :1-_:--f.;;;f-.-f-e'-"-1 fu-1' 'Pg-1-¡¬› fitfiq Wgaflg SH*-H-¿ce -- I""¬-f~¬-¬__

ñ“s Ífiüflfiï ìeereeefl “eefleeveu hssts un 091 de e^**"idfe_

sebre P?C, Ef un ee¬+ive ee¬ heeee eeeeffiiee §jeÍ -ucele

e“ises Fv si efi*eiePe“ We sieme es? sl Fnf U/" sin "ee -

recunerscier de¬ VFS de ereseiea.

Cese eeecienee ene s le feche no hee resorte se-

Hee eeeueereeìôn de ureeeínae de C. flavieees ser este -

se?.
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CUADRO V. RECUPERACI ON DE PROTEINAS A PARTIR DEL CULTIVO DE Cellulomonas f l avi e;ena . 

PROCESO PROTEINA ACTIVIDAD ACTI VIDAD RECUPERACION AC TIVIDAD 
TOTAL (mg} TOTAL/CMC (U. E. ) ESPECI FICA PROT EINA y AC'l' I VI iJ AD/CMC ESPECIFI CA 

Sobrenadante original 4. 79 8.1 2 1. 69 1 00 1 00 1 00 
(10 ml) 

Precipitaci6n con: 

Etanol ( 2: 1) (4m.1) 1. 9 1.532 0. 806 39 . 66 18 . 86 47.69 
- . -

Sobrenadante original 3. 68 6.1 3 1. 66 100 1 00 100 

Pr ec i pi t aci 6n con: 

Aceton a ( 4:1) (4ml) 0. 736 1.58 2. 14 20 25.77 1 ,;:,. 9:;_ 

Acetona ( 3:1) (4ml) 1.036 3. 064 2 . 95 28 . 15 49 .98 177. 7 

(NH
4

)
2
so

4 
1 4~ (4 ml ) 0.568 1. 384 2 . 43 15.43 22 .57 lt+ó. 38 

(NH
4

)
2
so 36'% (4ml) 0 . 776 1 . 984 2 .55 21 .08 32 -36 i s.:: . 61 

( NH
4

)2so
4 

601> (4 ml) 2. 296 4 . 316 1. 87 62.39 70 . 4 n ;:; . 6:· 

U.E. = Cant idad de enzima nece saria par a l i berar 1 µMol de cel obi os a por minuto . 
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CUADRO VI. RECUPERACION DE PROTEINAS A PARTIR DE UN CULTIVO DE Cellulomonas flavigena, DESPUES DE 
DESALAR EN SEPHADEX G-25 

PROCESO PROTEINA ACTIVIlJAD ACTIVIDAD/ CMC RECUPERACION ACTIVIDAD 
TOTAL(mg ) TOTAL ESPECIFICA PROTEINA ACTIVIDAD/CMC ESPEC: FICA 

/CMC 
(U.E.) 

Sobrenadante original 29.634 46.1 34 1.55 100 100 100 
{661111) 
Prec ipitaci6n con: 

( NH
4

) 2so
4 

al 98~ de 

saturac i6n (60% p/v.). 
De salado por columna de 
Sephadex G-25. 18.906 34. 01 7 1.79 63.7 73.7 115.4 
(Diluci6n 23 ml.) 

U.E . = Cantidad de enzima necesaria para liber ar 1 µMol de celobiosa por minu to. _0P5gHa
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UriR VP.? f"'llJ~ f'11 c ..... ·0n (ip~~,...:; r :=i ~ l~s n-r- 0 +-p ~rsP. so ""'"'Tn 

r-edi ó R ..... PT) Rr>::>r , "") rr 1 1 c~,T~ ~ nr'\ -r- ....., 0 di o dP 11nP r rorn~+- n--r-a---

l ~ r 2n~i~~ ~ ~0 ~rn~o{n~ PTI l p c f~prr~~~~c S O l eC~ ~d PS ! V -

n~ -.-. 8 "tCdP.r dP.tPc+-Ar l ps ~r ~-i vif!p cip c ~n 7 -1n?t-i_r~s ; f'11 é TIPf'"'.P 

c; ::: ri0 r0n 0~r+-rR r J:-i~ f' .,..., ...:;,.., r i tJ....,º 2ª n() r 1' l-f-:r .... .i·11+-r"':r iÓP c rlí1 

rc11rP 4 , ~on r e f'. C nu r-.~"' r: n c .~rv:oT' l " r r oc, enr i::i CP 3 nj0os -

a e Prti vi rad sobre CEC , d 0n r ~ i r ~ ~ 0 s J, II, V I V: V ~ ne- -

JI, ;r I II. 

r. c s miF?n t rps (' U P, J os nico !" J IT :r TV, ~r espn~?r P (: t-ivi ~ .céi 

i'1nica ri ~n i- e sobr o. F . F . o CFC: , r ª~""P c~i v,g ...- ~p~~ . 

cióri d.e ~ r 0tF?ín;is nn f "é c c m"l ptp, . v p c 11e s e ' '""'ªe ob s er

var P0 lara mi_ ento ae }OS VP!' es de 1 0 5 n i rCS O~t- en i ~ O S . 

d j st- i ~ .. ,,c i_ .f¡!" de l ::i m11o: stre e11 ~ . & C·' l Pr'lra d e seDh BG"' X, co

rro r e s1.1l t;o do . nor un l;odo , c2 e-u<" -" l v nl ,'F en (i p e l nr.i ón -

del nr i mer nic o de act iv t c a d c ue Pna-ece , c o inci ~ e con el 

'm_rn ñleÚJ '21 J* .Ju1 T.,-¬¿1¬ 1-f¬"vt~¦e --vr f"':_ç~ Ésf-_'-'--|'\q¡¬.':"

U1-1,-:.¡ Up,-1 r¬1_'|q f`1¬¢--qn fir=¬_-_-="±¬.r':_±-ar; `I-.ze 'U1--.r¡.-F-¢›¿†-;~.|;-_ _|.-:cx ¬¬]-1

fiedíå g eeesvsr ¬¬ mnee†“s flfi“ *edig de une P“fiWe*fl”W3---

fuí? fle f"ì`l-1-¬-P-:.1.-'†'^`|›5¬¡'¢1_ Dpç:¬---¿ye Elm 1:: _¢::.»':›'-'~.f.:_1'›.-:gf-'--Í-¶É~¬r¬1 pe. n-,-ir-1-ïñ ..._

1-'52 ¦"'.-"1.*'¬".“¡fir¬f¬` r¡'.¬- †~¬-¬¬*.†*r~:fl:'-1 FP-T1 -¡S-*'¬ f""'.'1='f¬r-"f*¬r2-f:' jg¬_E¬›¢_1†:|{¦|.-:U2: 1' ._

fleee “eder detecfee Wes ee*ivifieñee eusiee†ie“e, “He ueee

ereie eeue¬r+Psr Wes f“¬¬eie¬es. nee “1fr"”*¬*r*eieP eee

uns Wemhe-n¬ I _fl^.

F1 “e+“¿e es eïuciee eH*eefiñe es euPs“re eu We ii

enrs H, ñenñe se eu ie "ee'evee ìf †reee¬cie de 3 eiees -

de ectiviñed sebfe CEC, fi°“”¬*r¬dee T¬ II» ” TV? V 1 “P_-

eeeñes eires Fe ectivifiefi eeL“e *.F.. ¢n;¬¬,s,s »ere T. -

TÍ, y III. En ïee “isos T v II, ceieeieer seess ee*iWies

*eee mientees sus ïes eicns TIT " TV. “resen*er ee†*viñ=e

res“eefive“er*e.ñniceeen†e enbre P.P. e É? n

Ne eìstense Te* eetivifeees defecfsees, "e se*eñ§

ciñe de “re†eines se *“ë eemeìefe. se sus se “"sde ebser-

ver eelsrsmienfe de ies vslïes es Wes eiccs ee†eu1“es. --

(Fi use ei. Este eude deberse eeineinslme“*e, e “ue *ele

diste? “ciñe de We mnestre en le c luefs de seeheeex. ce-

Hse reeflfede. ser un Wede, d- fue =1 seìfieee ee elflcien -

deï erieer eice de activiead cue eeaeece, coincide cen el
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p·,·0 n de ex-c J11s:i ón mole C'J lD ,,, d e J E'en hadex emn l eCJClo ; -y , nor o 

;'nn e l 01U~7 eY~ '."""A (? . :::>)~ lR C1J:::il es P ':-P T:".(;;S 1J Ti a lin-:jtAnte D 8.. 

~lec - rrfnr· ~ e~~ SIS 
--- -· --· - -----------

C_e ~ T' - t e í - o .:.~ ".)fl ne .~n s mol ec 11 Hr es e'~ .?C , 0 0 0 n 
L 1 ne so s nne 

E·'.-: c - --c- ·F- ~ TJ. ,, r¡ "' l V ( } / :mF u ~ "'l i·c ' Ó'1 r: F' 1 ~ --:inest r a , 

Je :- c 0 Y·r·: 1es " --~d e se cor.-rieron l as rr11 estras, se 0-r es en t-:1 

1ir·co 7 ri·0 a d t: bP.:C':' ido G.e -;x·ot e í n a P , es n osibl e c u e la <'nzi -

ma e~t~ forma da ad em~ s d e l a s b a n d as menc i ona da s , por 

5 fu 1vr` vacít d= la rolumna y¡1cr 'H tFn1a, cun el vo1fi--

Wfin GP eïclnsíön mG1ecu1a†*úe1 Penhadexrfimnlpnfinç F, nor Q

*fin ïañn H la alta viscocìfiflfl de ln mnfistflfl, fin veìpcìôn

ffln eï fl1uye“*= fF.3), 12 cnfll HF fi”~Pås una limitante U2

rn 39? usntíúsfifiq de ¬†cPe*¬a qu= *wfiñefl t“abajfl†%P PP el

“fl?Pi†**flTfi. 'å:1¬f1 snöfie c*fimfi†o~“n”ía de ffi1tr¢úiñn HP
--¬-¬¬ _ - ¬.¬ . _- - '~:' Pr Pla pfl¬ “Q 5;

31en'rPfwr- ¬f cfifl SB@-ur
-u.-- r-_ __.__- -rr- _.._ __.

Ífi* “n¢¢t“fiF “n:r==¬nrfi*¢n†Q% n Jnn fiinns vnn rc-

fiìvìfiflc 1e7“¬n '†fr' ëafiD'*"f É* T1 ¢†1“fi+1¢r#Píe “H-.--¬. "'.'.j L.-L

“f 4)- ?n~†*“ PP:¬'ï2s Jn “¬9 ~`=“t?¢f¬rfisis cfin SES (FÍ-

flflflq ` “ ¿W. ñ*n¿¢ se oW¢e:va?0n lc* si¢WiPntQ$ Patroneã

?¬ `" 1H°'ïrfi Paï n¬vfi I, Se ¢“=??van åns äandas_

ãfi ¬r'teí'1 car neans mnlenfïnres Ge $9,000 D, nesos nne_

xt c¬¬¬w=“_an a.n n¬ vfìfimfl- ú@ =1P¢*ñ¬ ñe le ¶nestra¬ --

ua fr-r ¬ e r~¬n*nnó. v¬¶¬;v›U¬fi¢ :¬ "nffimfiw vafläc de_

ia “.2u"¬z f '.r “Q *¢“:n, al wenn wolecuìmr ñe la enzìflf

”"*“*ufl dfläe“*fl dfl EQ? f"?o1im¢dumente ìfifial 0 FENG? a -

¬ ¬ -üï,W?fi `. 7“ b=flP G -¬ finteríor, 7 aunafin P fue efl_

In* nwfir les *¬¬fie 2* cnrraeron las mflpatras, se nresenta

uff *wwe bfiwfiido és ¬ruteínaF, es flosible ¢ue 1a finzi-17'-L CD

de las bandas mencionadas, nor ~--(II J. :† (1:1- E (Hu -SIma _ *Grmada ade

¿U



otrRS s ub1;ni<"ade s c0n un ne"'o moJ Pc ul ,,r· !118'·or , aue no aJ. 

CR'1Z é1 r·r::n F.t defjr •i rse '"" P-1 h:o. .,.,riC.o . 

~a mueEtrF.t corr es,-~ndiente aJ. nico ! I , nresenta -

una ~anda ancha con un neso molec ulsr e stimado de ?~ , ooo_ 

D. En base a c; u e el volúmen de el 'J C~ ón de es-+:a mur.st:r2. , -

est~ ~uv cercano al del n ico I , va oue en la eJer~r ~fnrr 

sis co,-·rid2 , esta ba r: na 2·-, aJ c a nz:o a o>é.P.rv-or -:-.o-··· ~r. ,.,~--

En l a muEst ra d el nico J I! , er:"rece una hqn d::i. cr.n 

un YJeso molecula.,... de arroxime d<-r 0 nt:e .!....O , "'C'J D, he v r,;:e re 

corda r 0u e e s t a mu estra nre sertó ó~ic~-en:e trez~s ¿e ac -

tivida~ so br e F.F. l,.q ;-r.uestrrt del nico TV r:'J -:.;• r.g_7~ 1: Ó '~ 

definirse claramente en el r-el , Dr:T' lo oue :-:r:: ·',,f.. -,-, 0 ·· • ·' 

d eter~inar su ueso mo lec ula r. 

Como se nudo ob servar en el anhlisis ante~jor ~ --

los nesos ~olecul ares se esti maron en ha"'e A 

res de nroteín~ menc~onados en la ~ etodolo ~ía, y a l os v 0 

lúm ene s de elución de l e. s nroteín 2s en };:i c cli;:rr.e de se-

~ )hridex G- '1 00 . 

4 1 

ctrss suhunifiadss ccn un ceso mcìsculsr marc?, cue no sl-

csnzsrcn s flsfirfrss sn sl hsrrido.

Ia muestra corres sndíenrs al cico II, Drsssnta -

una csnds ancha ccn un ceso molecular estimado dc É=,üCO_

D. En hace a que cl vclümsn ds eTuciön ce ssta muflsrrs.-

está sus cercano al csï nico I, v a cue si la eJccfir†fcr¿

sis corrišs, esta banña ss alcanzs s oìcsrvfir -s~"%c c":

Â.: '1 ¡¬.I. .._ì tI V1lss hsndas i#` - sino, sw :esc rolcc:3'r ~ _ ii *fr

usïcrg ¬cr ic :us ss :ur crc?sLÍs “ue c"s s¿* ' cftå --

Fcr cda ccr dc? suïunifisflcs, c¬r rcfcs PnÍccuÍ rss :=rs~-

fisntss, cor lo cual spsrscsc cars urc f ls hsrñs.

En la muestra del nico III, cnsrcce una Hands ccn

un ceso mcleculsr de srrcximscrrsnfs L^,“*1 D. her css rc

ccrcsr cue esta mussfirs presentó ñníc=:sr"s trsfss cc ac-

tividad sobre P.F. Is muestra del rico TV cc s¬cs†sé 1 -

definirse claramente sn el cel, ccr lc sus rc Pcâ f~=--

¿etcrrinar su ceso molecular.

Gcmc se cudc obssrvar en sl snåìisìs sntsrficr. H-

lus cescs moleculares se sstimsron en base s `ns ssrsria-

rss ds crcteíns,mencicnsdcs en la setcãclcsís, r s lcs vi

lúmsnes de sìucián de lss crcteínss en ls cclurns de sc--

shsdeï G-100.
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v:ÍAS diferentef':: no-r ultrrifiltr-nción '' ty· ~ vb~: dP 11n.n mPrr 
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T~Í_| r¬r'~†' ¬'f¬.†'.'“'¦'r'--*'1"Í " 1*'¡f' '¬¬-~1f1~-` fwn-¬`|

1`~.ï|¬ 'H f¬`r¬f'f~¬¬=fi ï¬l¡1¬-¬-1'1'r¬ hr¬|1¬H-mn, L-I`| f`T'*-¬ï¬|E'r= r*fl*~'F'~ “Í

rn1r†w¬n†n¬ nd- vñ favvFW¬~'fHnøfl†f¬, r%r} flvflwrrrww 91 †wfvP1rn¬vn

Q? f¬=l, fin4P:un|Ptn :T-rH¬ flrufi +4 Ivrfrfin ~W~rfPn¦fiïrn1P --

(;fi “nn}, ìfì nnrfl irfiir¬H un-| rfinnìfww nrn¬*fiPtH, |†ì~ntrH15_

v11fi Wr1s nnlmf tras: nfu ln fìe†¬=fi†¬¬†1n¬. ïfifi †~rrfl¬¬!fl P fn1H 1:1

"~¬=¬ †"¬'¬'=~ f*== `f¬f~'~.f=¬ r-'-1I1'ï- n .¬'| su†¬¦f¬1w'ïi1* f:`l vl ci-:ff 1:- HT-'irn-¬r-¬

¡LPI
.-

I-4 Ip-Í¬ ._¬ _."| _|_| .',.¦I. .IIvnr1firH=, nn 1: rfilunifin Fwfl1†u*†íI“firH¬- rnn nl *u

u, Hue la Pnnnnnhrflriñn de ln mnP±trn rfivflifin nn.hnyn -

fiifln Fufíciflnte nnr¬ detfln†nrfie en ln Linnfiñn.

I;'-Í* ¿Í -In. Í 'II -JDetPrmïflncíÉp QR ]n¬ ngtjïídïffls E911
_í..¡.1

en ìne Egl...Pq

Las muflstvas @mp1~nñas flnrn fintwfitnv ìnn nrfiì-

vídnñefi enmimåtinnn fueron cnncentrnfinu a n=rtiv ñpì nn-

hrenañnnte üriwìnnì ñeì cpìtivn de E. flìjijfifln nnr dflfi

vías difnrPnten¦ nn* ultrnfíìtrflciôn F frfivåfl ñfi Hfifi mfln

hrnnn PH-flfl, F por F1 nrflnfiñìmìflntn HQ nvflnfiritäfiíåh --

1'-I-'-`-.~



pl c·pl clP éJC·,q-r V , .r: lkn fl oc ·"'·'in dr:s1 ~ 110, CP p C:ÍPS ClF' iror11 

hcici óro 0n-l :re los 4S 0 y L>Bºe , r -r nh.-i ti] ,,, ... , ,,,nt.e ór:hi do a l ns -

Ac~ivid2cl sobre e~e. Se lorró det 0 ctar iniciaJrien 

ta c0rno 11nR hRnd11 co-rrjc:Ja P.n l;i 111itan ,.nnPrior dPl !'!"e], -

11.l incuh:o-r Jas mu estras de 40 ul nor 60 r:i:i.nutos. Con Ja 

:ide11 de definir c11áJ es h11n0as de nrote:í.na corresnondf1m -

con l a actividad se nrobaron diferentes volúrnenPs de mues 

trn a s í como tjemnos de incvhación y se Jo~ra ron identifi 

car CURtro bandas activRS sotre ere con Rf. de o.oss, 
O. ·13, 0.17 y 0.4 resnecti.wEnentP (Fircuras 7 y 8). 

As:í, resum:i enc5o deJ 11náJisis d e actividRdes enzimá 

ti.c2s tenemos nor un l ado , de una muestra corrida en elec 

troforesis sin desnnturalizante se detectaron 4 bandas -

con actividad sobre ere en Jos !'!"eles de ararosa, y nor ~ 

tro lado en hase a la senaraci6n nor cromatovr~fía de f:il 

tración de una muestra nrecinitada con <N114 ) 2so4 tenemos -

t res diferentes fracciones con esta actividad, dos de las 

cuales nresentan actividad sobre el P.F. y una celulasa -

oue aparentemente sólo actúa sobre P.F.(Cuadros VII y VIII) 
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een rnìfetn de eennin v eeeaìedn en nennedev Í-FV We dee-

erïtne. FH tnñnfi Tertrflleetrnr “*W1~†“1e fiï ""*rå“ de fiP**

. 1 -1 . ¿L - _ _¡_ .¿ r -1 - 'HIP¬.,f'1r-1,:-_ r-r1f›_]rr:,.¿._¬(1:: r=r¬¢¬- rw †~,:;(¡|r'¡ 1119 P, ¬1 fä,

år“*vfided en“re eeìnïeee. He nude nheerverne ee -

eì Heì Pe efer v flfilke Pìnc afin dnrrnåe de F ¿fee ne ífirn

- J -Í D _ 'H -1 I '-H.” ' ¬'een¬fin en†re ìee Qr v #9 C, frenan fleefite nwnwee e Tee -

níveìen hefna de netivfided de ereflïnnanenae.

Ar*%v*ded sobre Geü. Se learó detectar †nír*a1nen

te eemn une banda corrida en ìe Witad ennerinr del eel, -

al inenher Ja? muestras de $0 ul ner 50 minutos. Gen la

idea de definir enáìee bendae de nreteína corresnondíen -

nen 1a ectívided ee nrobarnn diferentes volúmenes de muea4.

_

tre aeí cnmo tfiemnne de ìneuheeión F ee leereron identifii

nar cuatro bandas entivae entre CFC cen Rf. de 0.095, ---

U.1š, 0.3? Y 0.4 reanectìvamente (Fíruras 7 F 8).

Í

Así, reeumíende de] anåìíeie de aetividadee enzimå

tieee tenemee ner un leen, de una muestra eerride en elec

trefereeie ein deennturaliaante ee detectaron 4 bandas --

een aetívfidee eehre CEC en lee eelee de araroaa, y ner 2

tro Jade en naee a le aenaraeidn nur erumeteerafía de Fil

tración de una muestra nreciniteda centNH¿)PSO4 tenemos -

tree diferentes fracciones een esta actividad, dos de las

cuales ereeenten actividad eehre el P.F. Y una celulasa --

due aparentemente sóla actúa eehre P.F.(Cuadros VII 3 VIII

46



7. 

o.os 

o . ..,_ '7 

O. L 

AC ~TfT ·,- J:, 

A) 

)_,..... 

-:-- ' . 

~- 0 ...;; e :::--. --

f____'
__[1__'

Ã

__¬.__|____

_______'
_.M___

,__A

_1 tu___fl_

I____r__

-___J

||___I||_|¡I_|_¡_|I¡II___

_'_______ ___J____

-FH__É
__“____-Ú.

E__|__UCh)

____

_F:¿__

H]

H

____

__

_*___

Jn___ _
___

__

__L_'_1I

un

____

__

F

.

______*E_É__

-
fl_H_É__f|_¬¬__,_¿_____E______ñ|___|__“___5_¬_________U__H________w_ __________U___H___

_¬_

Ñ_”G¬_*__

______



' -
1-< ~· ; -r C MC ~1 , 

a Rf b r" p 

(1 . e:::=> 

J .'1 '.) e=::> 

n, ?7 e::::> o () . 4 
e=:? 

' ! ("V\f'·L• ,( ;¡ -, r,-,...,..., - -· -

-n ~ ..... 1 ¡ -- . ;.:,. ..: -· .... (\T. P. ~ ,, u e ;' ,-., ..: r (' j r -?{' ..., ,-. ,.... ' '::) 

.:J . .-.... · ' :.; dro '.)0 · '' 

r ': ·.._e· .. .; __ ..:_ ? fj_C, ;~ _; ~ ·¡ 1 il S 

Act~. --=:4 .0.,: \ip- ··e-

A .1 'WA 9.

a

-¬-..p-

_.""n.
1.-1'
'|

_ _. -__.- ¬. _.-I

I -I ,.
--r _'-''I _

'I

F

_ -_ _
-| _-_ |._. _ ¡__-

;._:'-1:ie ¿-1? .:' -_ -:ir-wn «¬ -f¬¬.*¬' _

Rf' L ~ ~
II, _
- 4 CZID

".'”-1 Í c:.'>

f_ÄT
0.4

_. I

1
_

C223*
CII?

 

.r - 1 .-1 .-¡.-- - _ _-1 I_¬ ._I¬ --_ _
-¡ _ _ 1 -II-. I 1 -_ '_ ,

_ _¬.._- _.-' :

" ¬ ¬ -_.. .:. - .-.I._- -¡_¬|_- fq:-4-r-1_.' _-¡ar f- T'-.¬¡|'l ¬..

__-_. _... -U1 ìàï 4.--.__.n-ha-a

*_ '¬'f: 11' "'“ "r¬1›"'-_ ""1¬]F> .^ “C” -'_' " _,- '- - ¬I.r`11-- --¬f- `a

-1.

_ _, |,_,
- _ -__ _

3'-. ('¡.-fr. Íìf; '"-r ,'¬p ¬^'f-"

_ -_

.I ¬ -, -

n1Ór 1 “. '"n 1€ #7 fe H“= Te.

¬ 1» ._ 1

I_ _: -_ __ __ _1_|¡____¿` __.¿,| ._ e. _,-J.

,_
_-; ¬-I. __

1.

__

_ , ¬ ¬_ _
-,~¬-f ' . ^' « n~ r¬

_ I- _._.¡_¬I Ip ¿_ _' _ ..-_,..¡, .1:_ .'1,.¬_J,.,¡.,-¬I,__
|›

. ri* _-_-._' .-I

J_.
fi

n I'.,`.¡_,.¡ 53 EJ?, 1::-I |,¬I. 4,.. '_j_"¬' H .--_-1:-rc. -'urlg '

¿-;.`\ ---É-nf Í 1" -'¬__r;:|fi;: ":.¬_f11r'1ç_~ "-¡:; --F. 1"í'*'1¬j|4'|'¬|_'2

,_ I' ._ _ __-_¡_ ¬_ _ --' __., _,-'¬ ,.-¬ _ -¬-. _ ,... ¬*¬en ¬ - . “er M1- c+¬ '^«-†re



CUADRO VII. CELULASAS PRODUCIDAS POR Ceí..lulomonM 6.W.v.<.ge.na 

REGISTRADAS EN GELES DE CMC . 

CMC-asas 

1 

2 

3 

4 

0.05 

o .13 

0.37 

0.4 

CLMDRU VII. CELULASAS PRODUCIDAS PUR C2,E2ul'¿ï.'mcf|-:a.5 §E¿11.'¬f§g›E.n¿1

REGISTRADAS EN GELES DE CMC.

CMC-asas Rf

1 0.05

2 0.13

3 0.37

4 0.4

D 



CUADRO VIII . CELULASAS PRODUCIDAS POR Cellulomo n a~ 6lav~gena 

SE~ARADAS POR CROMATOGRAFIA DE FILTRACION 

(SEPHADEX G- 10 0 ). 

CMC-as ;:;:= ACTI VIDAD s / P .F. 

( Dal to:1~) 

+ + 

70 ,00 + + 

n . ..J . + 

+ 

* n . d . no detectado cr. la 2le~trofores 1.s . 

111 7,~,.f--~ ...... P7'"" ..... ,-,-i _,....~ ·r ~' ':':'~: ·') cv- hga':) Bl V')l •l"f: en de elución 

l.~ r0l 1 ~rri!"e iie c: '?......,-..."'.'.lr~ p-v: G- 1C'O . 

cufinnofarxï. QELULASAS Pnouucluns Pon Caztuiømflflaò §¿¢u¢g@n¢
ssvannnns PGR CRUMATQGRAFIA DE FILTRAQIUN --
{SEPHADEH G-IGÚJ.

.-4.;-±v-p-mí mì- mí.-r ___@ ¿í _ -í É ¡ É-

PEHO MLLLÉ” ` CMC-a5;F ACTITÍEAD SIP F

{Da1tL1=f
 l-I--í-- 

3: ,'¬'..' 1

TÚ f¦ì'Í:|` +

n±m¡ +

4:-'à-F- “-

* n.d. nu detectafi- un la ±2e;†r¬fcres1s.
“'f-*fi ¬=:^ "=`-- -N -* '^* ï ¬“ *af* al v¬1fi¬en de eluclfin

- 7= fifiìflfirä “P =¢**¬**Y G-*F

+

+

+

-- ---u___2% 



Los pesos moleculares estimado s en este t r oba.i o -

para las enzimas liberadas nor C. flavi~ena , se en cu en-

tran entre los valores reportados oor o t r os a u t ores tr:n

to para sistemas fún~icos c omo na r a si s t e mas h"c t er j anos 

(Cuad~os III y IV). 

El número de CMC-asas encontrado (4) en e l nrr,:e.!:! 

te ·informe coincide con los resultacl os oht enicos nrJr Bé

guin y Eisen (1978) quienes encontra ron 4 cr C-n~ ;P.s P.n Pl 

caldo de un cultivo de Cellulomonas sp. c recicio P. r ...,o lvr; 

de celulosa .como fuente de carbono. Por ot r P. na .,.,te Ja -

mil y col. (1988) cultivaran a C. fl a v i r-e mi. eri ,; ·n:rP.c 1 o 

de levadura, Avicel y 'IWen 80, y enc on t r aron 7 f r 11ccjo-

nes activas sobre CMC libres en el sobr en11 ¿11n t e v s6Jo -

4 CMC-asas unidas al sustrato, expl:i.cand o a J as .f r ncci. o

nes libres adiciona.les como proba~-.le :;:- ~' :-:nJ ': ~rfr, r'le ,.~. nt- p A 

lisis. 

La existen cia de enz :i. mRs tR.nt o c r.n ;orr;,,;,•-.(1" rp -

endo-fl-1,4-~lucanasas como ele exo-p-1, ll - r-l •ir ..,,.,,,r..,~ h R ;i 

do reportada nor vari os autores. Pét.,.,¡; :' r nl. ('10Ph) ~., 

rificaron una endoe:lucanasa de CJo s t: r id i 11 m t:h r r..:..2':'."11,, ,,, 

!)rOdUCic'la en ];. COlÍ por el U: enP C'IÜ C, ni ¡ o rrp;"r' '1 Rr'J ~ 

m's trazas de actividad sobre n-ni tronh eri?l - h-D- r. ~l]nhiA 

sido (pNPC) ( sustrato que es usado rya ra i d eriti fi (: . ..,r ;,rt-i 

vidad de exo-glucanasas. La enzima nur j :· icarl.1 tie¡¡r; un 

51 

Los pesos moleculares estimados en este trabajo -

para las enzimas liberadas nor Q. flavisena, se ennnen--

tran entre los valores reportados oor otros autores tan-

to para sistemas fúngioos como nara sistemas b¬cterianos

(Cuadros III y IV).

El número de CMC-asas encontrado (4) en el nrnrnn

te informe coincide con los resultados obtenidos ror Bé-

suin 3 Eisen (1978) quienes encontraron H CLC-asas en nl

caldo de un cultivo de Gsllulomonas šn. crecido er folvn

de celu1osa.como fuente de carbono. Por otra nante Ja--

mil 3 col. (1988) cultivaron a Q, f1avicana er n†:ran:o_

de levadura. Avicel y Twen 80, y encontraron 7 fraanio--

nes activas sobre CMC libres en el sobrenacanta v sólo -

4 CMC-asas unidas al sustrato, explicando a Tas fraccio-
u
:-

nes libres adicionales como probable r*†n1+~Ha de †~fi+nf

lisis.

La cxiåtencia de enzimas tanto con nrtiviw-d'fis -

Eflflü-P-'|,¿L-a']1.1ca1"lElSHS Fümn ña Elfo-P-'1._.¿1-›f"'¬1-c¬r:1f¬¬r rs ri

do reportada nor varios autores. Pëträ ¬ nnì. ("““fì “Q

ríficaron una endoslucanasa de §]ostridjnn *††n¿orn¬lï:

nroduoida en E. coli nor el sene cel G, nus ~narfn=n son

más trazas de actividad sobre n-nitronhervì-h-T-cfWïohiñ

sido (pNPC) (sustrato que es usado vara identirinnr sr+i

vidad de exo-glucanasas. La ensima nurificann tiene un

51



ne ~ o m0lecul~r de 3q,ooo D mientras aue la celulasa pro

d1iC":ido. t:i1·ectamr·nte por Ja cera de C. the'l"r.1oceJlum, co-

rreP.nondP a 40,000 D debido nrohahl emente a v licosila- -

ción. 

En cuanto al P"énero CPlJulomonas, Gilkes y col. -

(1qP.4) trabfl,iando con g. fimi ATCC-484, enc .~ntrAron una_ 

endo~lucanasa de s~,000 D aue nuede dei:rradar tamhién --

nN'PC. F·UC v xi] Fina. En 1q86 Prasertsan y DoelJ e seni:ira

ron nor cromAtrin-rl'lf:Í1=1 de :intP.rcambio i.6nico, a f'Artir de 

un cnl tivo de Cellulo~ ~·, 6 diferPntes P.ndorrJ11cana 

sas nue a su vez nresPntaron actividad de exorrlucanl'lsas. 

BaF-nara y col. (1qP.6) a nartir de lAs celulasas -

nroduriñAs nor g. fermPntans, anPl i ?.Arnn la ar ti vi.dPd dt'! 

las ~; R!'1AR ~' r->nc · nt.,..aron rrne trPs de 1 Fl~ hAm1.'1s ohteni-

dAs al cnrrer 1mA PAGE no dPsnFihrrril i :>:ante f11P'l"On acti.-

vas t"lnto soh'l"P CMC c n11n en AviC":el. Otros Rntorr->R nue -

mencionp,n 1a nre~r->nr:ia de 1 dif er~n tes frAccionP.s con -

,<ict:ivid.<1d de exo y endo-rrl11C":rinAr as snn Rodri,,.1H~z y C":Ol.

("lqR8) nniP.nes l'lnali. 7.Firon nor H!'r.r, el sohrenRdante de -

un cultivo c'ie Cellu.!_omona.§_ ~· II be, cred <'lo en bai:razo _ 

~e ni~a, y ohaervaron tres nicos de Rctividnd sohre CMC 

sohren11r-' s tos ¡:¡ otros tres C":on a.ctivid .o:id sohre P.E' . 
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nero molecular de 10,000 D mientras nue la celuìasa nro-

ducido directamente nor Ja cara de_2. thernoce]1um, co--

rreenonde a 40,000 D debido nrohahìemente a rìicosila- -

ción.

En cuanto al eênero Ge1]n1omonas, Gilkes v col. -

(1994) trabajando con Q. figi ATCC-484, encontraron una_

endoeìucanasa de 96,000 D oue nuede decradar también ---

nNPC. PUC v rilana. Eh 1086 Prasertsan 3 Doelle senara-

ron nor cromatnerafia de intercambio iónico, a nartir de

un cn]tivo de Cellulomonas en 6 diferentes endcaìncana
I|llII *Illa 1-.,

sas nue a su ves nresentaron actividad de eroeìncanasas.

Baenara y coì. (1096) a nartir de las celulasas -

nrodnridas nor Q. fermentans, analizaron la actividad de

ìas mismas r erc'ntr¬ron one tres de ìan bandos ohteni__

das sì correr una PAGE no deenatnraìisante fueron octi--

vas tanto sobre 0N0 como en Aviceì. Gtroa estores nue ~

nencíonan la nracenria de 1 diferentes fracciones con --

actividad de exo v ando-eìncanaeas son Rodrianee y col.-

fiüfifi) cuienes analizaron nor HFTC a1 eobrenadante de -

un cultivo de Gellulomonas åg. II bc, crecido en baeaso_

de nifis, F observaron tres nicos de actividad sobre CFC

aobrennestos a otros tres con actividad sobre P.F.
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C0'10 1 n P.i1r oniTa 

~o en el ''" esen t e t - FJha ~ ') Fl"o-·;oin 1 2 }]j pÓtP.i :-, r~e -

cue al .r·u..r1Rs er:dor' ·Jc ~r&sas ~J'l"!C:.":-' lo -rar l·~ h.ic1·é 1 i 

sis de celulosa c~tst~linA csmo svlt ado d e 12 --

Ce"jj ~ . i.tándose los :~n~ ro( r::-- r r-i 

hif:rÓ O'<"'J10 C:~~e .:'1 5 CeC'.:;TiaS ·--JUCOSÍcJ'caS ]C 1JP 

v a ,q iui rq:---h·io c on'· ,-rP'lnr~or.nl de la rel1,1o se, :J '· r·~..:r--= 0r

do~ e O_c:: 0 ~.t;; ~·~an~ ....... ,... J.::i hir--(;~ ~::-='._:_-:,Ce 1o('- er.l2res rr-.ri ve,.--

len t es( Hofst en, 13 . V., '1 º7 '1) . 

Al resn ec t;o , i·'.ayer ~: cr; l. (19P'7) :·e'3.U Z8.::-o~ es"·u· 1 es 

c on ce lul osomas del gén2ro Clos ~rid~um y o~se-varon cue 

grandes ~ue for~an un celuloso~a es de ~ n~ anroYi~rda-

mente L -ual a 12 lcn¡ü t ud é.e u n ce2.ooJ i 0 ·osacc"ricc de cua 

tro unidades é.e celcbiosa . 

l aparce una cad""ª d e cc:2.ulos2 e!1 n'1 cadena de snbuni ca 

des deJ cel ulosorr.a -::iu::<".e ocu:-rj r :m corte múl ;; i;:;le ~r si 

!:1u:!~ t2neo , lo -::t1e '."'"'er:--::.--ar : a ~~elco:Lie:'osacá.:'iC.os 0..e L:.. n-.... jf::; 

des dP ce2-ohi_ose , de J ri. rr:~:..~P'P, fc~r:. 8 ,~a C en P. :::: con s1~h, ::---i 
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tos resortes mereiona ra asi cono "o enconira

do en el ¬reserte trebefv erorrn lo hinôteis ce -

-.r Qu
_:

:_||.Cue alsunae erdorlucfreese :nacer ]o'rar le Hit _

sis de celulosa cristalina como r evitado de le --

formarion de comolejos efsína-suetreto a lo ïfr-o -

de las mirrofic-i¬1ac, ceoiïitåndose los fnTffer fe

hidroceno enrre Ése escenas rlucosidicae lo un '_e-

va e ur rerhio ccnifrencioral de la feìuìose, o:r“i*=er-

dose de esta :anerr le riFrü;i ia de ios erleres c*¬ve--

lentes( Hofsten, É.V., ¬U79).

A1 resrecto, Eayer 3 ccl.f19P7) realisarcr esturicr

con celuloscmas del género Clostridium 3 observaron cne

la distancia Promedio ce *es onrnnioeccs oe nrcteina nas

arandes cue ferran un celulosoaa es de e nm,anroxineoa--

mente irual a le lonsitud oe en celoolisosaošridc de cua

tro unidades de celscioaa. Eìlre “oetularon oue al so-

laoarce una cadena de celulosa en 'na cadena de subunica

des del celrloeoma rueda ocurrir nn corte múltiple v si-

fi IT! |'...-I Elmuïteneo, lo rue re:'¬arÍa . olisosacårioos de L nfide

des de celobìosa, de la alero fcrna caderas con snbnri
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e o N e L u s I o n E s 

1) Las mayore s activifad eG celuloliticas en el sobre 

na~ante del caldo de culti vo de C. fl avi~ena s e -

aJcanzaron en lR fase lo· ·Rrit ~"c a t ard ía de creci 

mi ento , Jo~rAndcse la Dayor qctjvidFd sobrr ca rba 

::irretil celulo sa a :!"",..,.t ir de las 28 roraP , m1en - -

r'i:; en :F . F . "'n"' muero m eno~ nue lr" rer.ip "crRJia s o--

Relr~ de afar osa al 1% y CMC al 0 . 1% • 

3) En el sobr enadante del cultivo de CeJl uloT'lonas -

flavj ~ena cr ecido en ha~il~c d e cafta al 1%, ee en 

contrF':'On L• acti_v:'..dades e:izimáticas s0hre CMC y_ 

una soh.r>e P .F. 
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c Q N c,1._ju¿;-:_,I,_o 1-1 E s

Las mavores activifadea celcloliticas en el sobre

nadante del caldo de cultivo de C. flavicena se -

elcarsoron en la fase lo arítnica tardia de crecí

miento, lovrandcoe la oavor actividad sobre caros

xiretil celulosa a rfrtir de las 28 tores, m1en--

tras cn? “a vero? activìdff sobre nerel Pí¬†ro oe

observo desde los PH horse. la artivicfd detectå

ds en P_F. “ue mucho menor cue lr reeierrada so--

Hra CNC,

Be ìos arsntes rrorsdoo nara la rreciritacidn de

rroteinas, el sulteto de erario al 50% o/v fue -

el one rindió la saver recnnerscioo de las vis--

ree, v ofrerid no rairån rerreeentativo de las -

Cr@-area del socronaíanie original, detectado en

aelfr de sraross al 1% N CMC al 0.1% .

En el sobrenadante del cultivo de Gellolononas -

flavifena crecido en baeasr de cada al 1% se en- _ ¬\.¡I .e 1- 1 ¡F Q I. ¡mí
fa-si-ía

centraron e actividades ensimáticas sobre GMC 3;

una sobre P.F.
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