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RESUMEN

2l sfistema sntim@zico "oc2lulasas” se encuenira sussto a

rEAGAZION netatdilca, zl conocss los mecarnriemos 1nvolucrados  en

1

=4 prosuccio” Sermitica o mEea0r mane2aa ¥ [ Mmayor aLi1caTién

il

Los coamtivos  d2 =ste Lrsbao sB Centraron en la
seterminacidén del sfecno inductor o represor que Eercen

Aiferentes sustratos sobre La 146n de =nzimas con actividad

sabre Carboximetil-celulossa (CMC ). papel filtro (PF3a

fA-Tiunosidass vy wilanasas =0 cultivos de Cellulomonas flavigena.

Las actividades enzimaticas mencionadas fueron medidas

tanto en células intactas zomo en 2l ambiente externo.

La maxima activicdsd especi fica de celulasas vy xllanasas
fue encontrada soore celohioss a wna conceniraciédn ae O.1% v la

mnima se encontrd en glicerol al O.5%.

Los resultagos mostraron gque las andoglucanasas,
o«<oalucanasas v xilanasas o C. flavigena sSon  extracelulares
miantras que la 3—-Alucosigssa no =2 encontrd en el sobrenadanté na
=7 las céiulas intactas. ue los sustratos probados ls mayor
s lac1dad de crecimiento s= encontrd en glucosa, seaquido por

c+lobi1osa, bagazo de cafia. alicerocl y lactosa.
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De acuerdo con estudios realizados sobre 1la densidad
demogrifica se preveé que la poblacién mundial pasara de 4 400
millones de habitantes en 1980 a unos & 100 en el afio 2 000. Con
la aplicacién de la tecnologia moderna el mundo en conjunto
tendria tierras cultivables suficientes para alimentar a una
poblacién superior a la que posiblemente tendra Jjamas, sin
embargo, los recursos de tierra estan distribuidos de forma muy

desigual en relacién con la poblacién (Wardle, 1985).

Esta situacidén plantea la necesidad de buscar
alternativas alimenticias para el ser humano y los animales utiles

para el mismo.

Un recurso importante que no ha sido totalmente
aprovechado lo constituye la celulosa la cual al ser un producto
de la fotosintesis es una fuente renovable de energia (Zhu, Y. S.,
et al, 1982). La cantidad de carbono que se fija por esta via se
ha estimado en 100 billones de toneladas por afic y la wmitad de
éstas corresponden a celulosa (Ryu, D. D. Y. & Mandels, M. 1980),
este polimero es un desecho importante de las

agroindustrias(pulpas, papel, etc.).

Muchos microorganismos pueden degradar la celulosa a
productos solubles wmediante un si{istema enzimatico conocido

genéricamente con el nombre de celulasas. Sin embargo,



actualmente la conversidén de este sustrato no es eficiente como
para ser llevadc a una escala industrial (De 1la Torre, 1985;

Litchfield, 1983).

Desde la década de los S0°'s las enzimas celuloliticas
han sido ampliamente estudiadas. La mayoria de los trabajos se
han enfocado a produccidén y excrecidn, sin embargo, la comprensidn
de las cinéticas, el modo de accién, asi como la regulacién de la
sintesis de celulasas son de especial importancia para la
produccidn en gran escala de estas enzimas Yy la subsecuente

obtencién de azucares fermentables.

En el departamentc de Biotecnologia y Bioingenieria del
CINVESTAY, IPMN se han realizado estudios para la produccién de
proteina de origen bacteriano a partir de residucs agricolas
(bagazo de cafa). El proceso se ha llevado a cabo con un cultivo

mixto integrado por Cellulomonas flavigena y Xanthomonas sp.

Para apoyar y complementar los estudios anteriores se

planted el presente proyecto con los siguientes objetivos:

1) Conocer el efecto de diferentes fuentes de carbono como
bagazo de cafia, celobiosa y lactosa sobre la induccidn del

sistema celulolitico de Cellulcmeonas flavigena.

2) Determinar si{ glucosa y glicerol ejercen un efecto

represor sobre el sistema celulolitico de la misma cepa.
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Microorganismo

Las enzimas celuloliticas son sintetizadas por un gran
nuamero de microorganismos, entre los cuales se incluyen hongos,
actinomicetos, mixobacterias y eubacterias (Tabla 1). Sin
embargo, son relativamente pocos los microorganismos que producen
cantidades significativas de enzimas celuloliticas. Algunos de
ellos excretan sélo endoglucanasas y f—glucosidasa y no son

capaces de hidrolizar celulosa cristalina.

Algunos hongos han sido reportados como productores de
enzimas capaces de degradar celulosa nativa (Tabla 1); de los
cuales, Tricheoderma viride y Trichoderma reesei parecen ser
actualmente los microorganismos mas promisorios (Litchfield, 1983;

Ennari & Markkanen, 1977).

De los estudios realizados en procariotes, la acti v idad

celulolitica se ha encontrado tanto en bacterias meséfilas

(Bacillus, Cellulomonas, etc) como en termé&filas
(Thermoac t inomyces, Thermomonospora) (Hagget, 1981); aerobias
(Pseudomonas) , anaerobios facultativos (Bactllus,

Cellulomonas) y aerobios estrictos (Clostridiwumn.

El microorganismo usado en el presente trabajo fué



Tabla 1. Microorganismos degradadores de celulosa.

(Tucker, et al, 1989;

Curskey, et al,

1983;

Bond,

Enari,

et al, 19893 Sanyal, et al, 1988;

1983; Enari & Markkanen, 1977).

Hongos Bacterias
Mixobacterias
Trichoderma Sporocytoghaga
Sgorotrichum Cytophaga
Penicillium
Folyporus Actinomicetales
Myrothecium Micromonospora
Fusarium Streptomyces
Chaetomiun Thermoac t i nomyces
Irpex Thermomonos pora
Schizophyllun Thermopolyspora
Sclerotiun
Talaromyces Eubacterias
Thermoascus Bacillus
Thielavia Cellulomonas
Aspergillus FPseudomonas
Neurospora Clostridiun
Aerobastidiumn Bac teroides

Ruminococcus
Actidothermus
Ervinia
Acetivibrio




aislado de muestras de suelo por De la Torre (1981). Esta cepa se
selecciond por presentar mayor actividad en 1la degradaciin de
celulosa y una velocidad de crecimiento m&s alta en comparacién

con las demas cepas ailadas.

Las bacterias del género Celliulomonds tienen la
capacidad de utilizar la celulosa, produciendo &cido liactico vy
aceético en concentraciones variables a partir de glucosa
(Marschoun & Rapp, 1987); secretan tres tipos de enzimas
relacionadas con la celulolisis: endoglucanasas, exaglucanasas Yy
f-glucosidasa y/o celobiosa fosforilasa (Stackebrandt & Kandler,
1979). Las endoglucanasas y exoglucanasas son liberadas al medio,
mientras que la f3-glucosidasa siempre se ha econtrado unida a la

célula (Stoppok, et al, 1982).

En estudios realizados por De 1la Torre (1921) y
Ponce-Noyocla (1982), se ha observado que Cellulomonas flauigena
mantiene una relacidén mutualista con Xanthomonas sps cuando se
hacen crecer sobre bagazo de calia, donde #sta dltima proporciona
vitaminas o precursores de las mismas y C. flavigena por su
actividad celulolitica libera azucares solubles y probablemente

algunos factores de crecimiento.

Sustrato

La celulosa es el recurso renovable mis abundante; sin



embargo no se encuentra puro en ninguna fuente natural. Aun las
fibras de algodé¢n, la forma m&s pura de celulosa disponible en la
naturaleza contienen alrededor del &% en pesoc de polisaciridos no
celuldsicos, proteinas y minerales. Los polisacaridos no
celuldsicos corresponden a almidédn, pectina y una gran variedad de
hemicelulosas. Estas hemicelulosas incluyen polimeros o
heteropolimeros de galactosa, manosa, xilosa, arabinosa y sus
acidos urdnicos. Ademis la celulosa se encuentra en intima
relacidén con la lignina, un complejo tridimensional formado por

unidades de fenil-propano (Cowling % Kirk, 1976).

El bagazo de cafia, 1la fuente de celulosa utilizada,
contiene un 4B.463% de celulosa en estado nativo y 75.36% después
de haber sido sometido a un tratamiento alcalino(De 1la Torre,
1981).(Tabla 2). Es un residuo de 1la industria azucarera Yy
representa una considerable reserva mal valorada de azucares para

fermentacién.

La celulosa es un polimerc lineal de mi&s de 14 000
residuos de glucosa unidas por enlaces [?-1-4. La wnidad béasica
repetible €s la celobiosa. Las cadenas de celulosa orientadas en
paralelo con respecto a sﬁ compafiera, se asocian para formar
fibrillas insolubles en las cuales las cadenas se unen por puentes
de hidrégeno, que ayudan a mantener la rigidez de 1la celulosa.
Dentro de las fibras de celulosa existen zonas de completo orden o

&reas cristalinas y zonas de poco orden o regiones amorfas donde



Tabla 2. Analisis quimico del bagazo de cafla
(De la Torre, 1981).

Bagazo de cafa

Bagazo de cafa

tratado
% %
Proteina 1.26 1.60
Extracto etereo 3.05 1.91
Celulosa 48. 63 75.36
Lignina 24.81 12.11
Cenizas S5.25 2.33
Extracto no nitrogenado 17.00 6.6%9
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los enlaces hidrégeno-hidrégeno han sido rotos. El grado de
cristalinidad vari{a seg®n la fuente y el tratamiento al cual 1la

celulosa ha sido sujeta (Coughlan, 1985).(Fig. 1).

Las caracteristicas estructurales del material
celuldsico que determinan su susceptibilidad a degradacién
enzimitica incluyen: 1) el grado de hinchazén por agua, 2) la
cristalinidad, 3) el arreglo molecular 4) el contenido de
materiales asociados como la lignina y 5) la estructura capilar de
las fibras. Siendo la cristalinidad el parametro estructural que
mis afecta la hidrdlisis enzimitica del material (Fan, et al,

1980).

Sistema enzimitico

Es bien sabido que la ridpida hidrilisis de 1la celulosa
nativa requiere la independiente y cooperativa accién de una
mezcla de enzimas. Las actividades presentes en esta mezcla han
sido identificadas peroc adn no se conoce bien el numeroc de enzimas

que intervienen y como se interrelacionan entre si{.

Reese y col (1950) propusieron un modelo para la accidn
de las celulasas sobre celulosa cristalina. Un factor llamado C‘,
el cual producia wmoléculas lineales a partir de celulaosa

cristalina . De la celulosa amorfa se obtenian aztcares solubles

11



FIB. |. Ceracteristicas estructurales y moleculares de la celulosa.
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por la accién del factor C‘, el cual no podia actuar scbre
celulosa nativa.

[ o=
elulosa C Celulosa C Froductos Celobiosa
cristalina amorfa solubles
Actualmente el concepto de ‘"Complejo celulolitico"

incluye tres tipos de enzimas:

1) Endo-f3-1,4-D—-glucan 4 glucanochidrolasa. (E.C.3.2.1.4),
comunmente conocida como C.4 carboximetil-celulasa (=}
x
endoglucanasa.
2) 1,4-A-D-glucan celobiohidrolasa. (E.C.3.2.1.91}), conocida

como avicelasa, exoglucanasa o C“
3) 3-U-1,4 glucosidasa. (E.C.3.2.1.21), también 1llamada

celobiasa.

ENDOGLUCANASA. Probablemente sea la enzima mis estudiada del
s{istema vy a pesar de ésto de 1las menos entendidas, debido
probablemente a la multipli;idad de formas en gue se presenta ésta
enzima. Para Cellulomeonas han sido reportadas desde
una endoglucanasa de peso molecular de 40 000 daltons (Thayer,
1984) ,hasta & isoenzimas con pesos desde 62 944 a 120 572 daltons.

(Prasertsan, et al, 1984).

13



Todos los ntéroorganis-os celuloliticos son capaces de
producir é#sta enzima. El método mis frecuentemente usado para su
determinacion es la cuantificacidn de azdcares reductores
liberados por accién de 1la enzima sobre carboximetil-celulosa
(Mandels, 1976), aunque también se puede usar hidroxietil-celulosa

(Enari, 1983).

La endoglucanasa actta sobre celulosa amorfa en forma
azarosa, resultando en un ripido decremento de la longitud de 1la
cadena y un lento incremento de grupos reductores. Los productos
intermedios son oligosacéridos solubles, posteriormente
hidrolizados a celobiosa y glucosa. Las endoglucanasas aisladas
aparentemente muestran poca capacidad para hidrolizar a la
celulosa cristalina (Nuo&, 1985). Saharabudh y col (1987)
reportan que la CMC'asa de Penicilliuwm funiculosum hidroliza no
s6lo enlaces 3-1,4; sino también enlaces [3-1,3; f3-1,6;5 a-1,4 vy

a—l.b.

2) CELOBIOHIDROLASA. Esta celulasa se presenta como el mayor
constituyente de los sistemas celuloliticos fungicos (Wood, 1985).
Algunos autores sugieren que s4lo se encuentra en hongos, ya que
las bacterias exhiben una aétividad hidrolitica muy limitada sobre
celulosa cristalina (Gong, 1979). Sin embargc O°'Neill y col
{1986) reportan para Cellulomenas fimi la presencia de un gene que

codifica para una exoglucanasa.

14



Esta enzima degrada celulosa liberando unidades de
celobiosa a partir de los extremos no reductores de la cadena
(Wood, 1985), no ataca celulosa substituida lo que refleja un alto
grado de especificidad. La celobiohidrolasa hidroliza

celodextrinas pero no celobiosa (Enari, 1983).

3) [-GLUCOSIDASA. Es la Unica enzima de este sistema cuyo
sustrato especi{fico esti& disponible. Celobiosa, salicina vy
p-nitrofenil-D-3-glucosido se utilizan para determinar su

actividad (Mandels, et al, 1976).

Muchos autores no la consideran una celulasa, ya que
esta enzima no puede actuar sobre celulosa; como menciona Wood
(1985) el papel de la f3-glucosidasa es el de remover el efecto
inhibidor de la celobiosa, que es el principal producto de Ilas

otras dos enzimas.

La f3-glucosidasa de Trichoderma reeseit es fuertemente
inhibida por gluconolactona. Hidroliza enlaces 2(1-1), [2(1-2) vy

f3({1=5) tan bien como enlaces [?(1-4) (Yong-Hyum, et al, 1980).

Cellulomonas fimi contiene 2 f3—glucosidasas. La primera
es activa en PNGP pero no en celobiosa, siendo por lo tanto una
aril-p-D-glucosidasa y la segqunda es activa en celobiosa, wuna
3-D—glucésido glucohidrolasa f(celobiasa verdadera) . Estas

actividades solo se observaron en extractos celulares y no

15



solubles (Wakarchuk, et al, 1984).

Las diferencias reportadas en especificidad de sustrato

para estas actividades se resumen en la Tabla 3.

El modelo comunmente aceptado para la hidrélisis de la
celulosa muestra un mecanismo en el cual la endoglucanasa actla en
las regiones amorfas de las fibras de celulosa formando extremos
libres no reducidos donde la celobichidrolasa remueve unidades de
celobiosa. La f3—glucosidasa completa la hidrélisis removiendo la
celobiosa, que es el inhibidor por producto final de la
celobiohidreolasa y 1la endoglucanasa. En este modelo, la
endoglucanasa parece ser la que limita la tasa de actividad

(Enari, 1983). (Fig. 2).

For incubaciZn de la celulosa con enzimas purificadas
del hongo Trichoderma reeset se ha demostrado que la
celobiohidrolasa y la endoglucanasa actdan sinergisticamente, por
lo que para una hidrélisis completa de la celulosa es necesario

que ambas enzimas estén presentes (Enari, 1983).

Wood (1985) sugirid que no se requiere la interaccidn
endo~-exo para la celulolisis bacteriana y que la degradacién puede

ser por:

1) Una alta concentracién de endoglucanasa protegida en un

16
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Tabla 3. Hidrélisis de diferentes sustratos por enzimas
celuloliticas
(Tomado de Enari, 1983).

Enzima Sustrato

Celulosa CMC | Celulosa Celote-| Celobiosa

cristalina amorfa traosa
Endoglucanasa - + + + -
Celobichidrolasa + - + + -
fi-glucosidasa - - - + +

17
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Representacion esquematica de los estados secuenciales de la
hidrdlisis enzimatica de la celulosa (Enari, 1883]).
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ambiente especial en la vecindad inmediata de 1la célula

bacteriana.

2) Una endoglucanasa mantenida por la bacteria en la correcta

configuracién de la celulosa cristalina.

Biosintesis de celulasas

La wutilizacién de 1la celulosa por microcorganismos
celuloliticos es un proceso bioldgico muy lento. La naturaleza
macromolecular e insocluble de 1la celulosa requiere que la
induccitén de las celulasas ocurra sin la interaccidén directa entre
el sustrato y las moléculas efectoras intracelulares. (Beguin, et

al, 1977) Esto puede operar por:

1) Induccidén por contacto directo con la celulosa, donde 1la
celulosa interactua con el mecanismo de formacidén de celulasas

via receptores localizados en la cara externa de la célula.

2) Induccidén por productos de degradacién de la celulocsa, bajo la
idea de que pequefios niveles de celulasas producirian bajas
cantidades de productos degradados que podrian actuar como

clasicos inductores.

La respuesta de las células a diferentes inductores

19



varia dependiendoc tanto de la concentracien como del tipo de
inductor, pero en general se acepta que la sintesis de las
celulasas por los microorganismos estid regulada por un mecanismo

de induccidn-represién.

Los inductores conocidos de este sistema tienen doble
funcién. Pueden utilizarse como fuente de carbono para el
crecimiento celular y promover 1la sintesis de las celulasas.
Idealmente el papel de un inductor se debe limitar a disparar la
sintesis enzimatica, los inductores no deberian ser hidrolizados
para no sufrir modificacién quimica una vez dentro de la célula.
Los llamados "inductores gratuitos" serian excelentes para el
estudio de la sintesis de celulasas, desafortunadamente no se han
encontrado para estos sistemas. En hongos del género Trichoderma

se ha sugerido gue la soforosa actla como tal.

Como se menciond anteriormente, se acepta que las
celulasas son enzimas inducibles y reprimibles. En la tabla 4 se
muestran algunos sustratos que han sido reportados como inductores

y represores en algunos sistemas fungicos.
No todos los organismos se comportan de la misma manera,
Kawamori y col (1987) encuentran gque el sistema celulolitico de

Thermcascus curantiacus es constitutivo.

E€s por mucho, menos lo que se conoce de las celulasas

20



Tabla 4.

sistemas celuloliticos fungicos.

Sustratos inductores (obviando celulosa) y represaores de

Especie Sustrato Actividad Referencia
Trichoderma reeseil Lactosa + Farkas, et al,
1987
Trichoderma reesei Celobiosa trazas
Lactosa +
Xilana -
Almiddén =
Maltosa -
Sacarosa -
Glucosa -
Xilosa - Kawamori, et al
Arabinosa - 1987
Trichoderma reesel Glicerol - Curskey, et al,
1983
Trichoderma harzanium Lactosa + Mes-Hartre, et
al, 1988
Trichoderma harzaniwn Glicerol - Kalra, et al,
1984
Trichoderma pseudokoingii |Soforosa +
Celobiosa +
Manosa +
actosa +
Sacarosa =
Manosa -
Glucosa -
Fructosa - Zhu, et al 1982
Trichoderma curvata Celobiosa + Stutzenberger,
Glucosa - 1985
Apergillus nidulans Glicercl = Bagga, et al,
Glucosa - 1989
Evernia pruncstrit Celobiosa + Yaguie, et al,
(liquen! 1988

21




bacterianas, éstas puéden ser inducibles o constitutivas; la
mayoria de los estudios indican que el si{stema es regulado por
induccis<n y/o0 represién por fuentes de carbono ficilmente
metabolizables. Los inductores y represores reportados para estos

microorganismos se resumen en la tabla S.

En estudios realizados por Greenberg y col (1987) en
Cellulomonas fimi se encontaron dos endoglucanasas y una
exoglucanasa; las tres enzimas fueron reguladas por la fuente de
carbono a nivel de transcripcién. Sin embargo, una de las
endoglucanasas ( codificada por el gene cen B) fue transcrita a
niveles bajos aun en presencia de glucosa; por lo que se supone un
nivel basal que producirfia los verdaderos inductores para la

sintesis de celulasas.

For lo anteriormente e:xpuesto, es claro que un modelo
unificado de la sintesis de celulasas es difficil de ceonstruir,
dada la gran diversidad de respuestas de los organismos a varios
inductores y medios de crecimiento. Gong y Tsao (1979) han
propuesto un modelo que trata de generalizar la sintesis y
regulacion de éstas enzimas en cualquier, microorganismo

celulolitico (Fig. 3).

22



Tabla S.

Sustratos

inductores

sistemas celulocliticos bacterianos.

(obviando celulosa) y represores de

Especie Sustrato Actividad Referencia
Bacteroitdes cellulosolvens|Glucosa -
Celobicsa - Murtray, 1987
Fseudomornas fluorescens Soforosa 2
Celodextrinas +
Celobiosa +
Celohexosas +
Glucosa -
Almidon = Yamane, et al
Lactosa - 1970
Cellulomonas sp Xilana -
Galactomanosa - Poulsen, et a
Almidén - 1988
Cellulomonas sp Glucosa - VYladut-Talor,
et al, 1986
Cellulomonas fimu Glicerol - Greenberg,
Glucosa - et al, 1987
Cellulomonas fimi Glucosa - Stewart, et a
' Celobiosa - 1976
Cellulomonas uda Celobiosa + Dermaun, et a
(anaerobiosis) 1988
Cellulomonas uda Lactato - Chosson, 1987
Cellulomonas uda Glicerol =
Glucosa = Schmiz, et al
Celobiosa - 1983
Cellulomonas uda Celobiosa +
Glucosa ~
Manosa -
Maltosa -
Lactosa =
Almidén -
Peptaona < Stoppok, et a
Soforosa - 1982
Cellulomonas flavigena Celocbiosa -
Glicerol - Beguin, et al
Acetato + 1977
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Exterior Membrana Citoplasma
Glucosa 1
= . . lucosidasa
Celobiosa EransSPorte . Celotiosa~—2-HE05218353 4G cosa
activo

Inductor activo

- e = e g =

Inductor—proteina glucosa
Celulolisis ‘represora foxidasa
T Induccion Represion ¢ =
Celulosa frmmm—= -
%5 Transcripcion y traduccidon
Celulasa g liberacion Celulasa unida a ce¢lula
extracelular . 3
Gluconolactona
+
Ac. glucédnico
Fig. 3. Modelo propuesto para la regulacisn de la biosintesis de

celulasas

(Gong y Tsao, 1979).
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MATERIALES Y METODOS
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Microorganismo

Cellulomonas flavigena, aislada del cultivo mixto ATCC.
Fuente CDBB-b-532 (CINVESTAV, IFN); fué aislado de muestras de
suelc (De la Torre, 1981). Es un bacilo corto, recto, Gram +, no
presenta flagelos y es anaerobio facultativo. En placas de medio
rico forma colonias circulares, ligeramente elevadas, de bordes

lisos y de un color amarillo claro (Bergey, 1974).

Medio de cultivo

a)Medio de propagacién: Infusién cerebro-corazén (BHIY; 37 g por

litro. (Bioxon).

b)Medio mineral (g/1)

NaCl 5.5

(NH ) _SO 2.5
4 2 L ]

CaCl 0.1
2

MgCl_ 0.1

« po "* 3.5

.

(Las sales usadas son de grado industrial y el agua de la llave).

# Los fosfatos se obtuvieron por neutralizacién de H’PD‘ al

85% con KOH.
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~]1 mecdio se le alacic ademas tiamina y btictina a una

concentracidén final de 10 pa/l v 1| mg/l respect:vamente.

Sustratos

-Bagazo d2 cafa. Somestido a tratamiento alcalino descritc por de
la Terre (198Bi). El bagazc ya secoc fud molicz en ur mcliro de
cucnililas (Arthu H., Themas Co. Scierntif:c Apparstus =e=ta péasar
por una malla 40.

-Celobicsa. (Sigma)

-Lactosa (Merck).

-Clucesa. (J.T. Baker).

-Glicerol. (J.T. Baker).
Conservacion del cultivo

C. flavigena fué crecida en tubos inclinados con medio
mineral, Q.02% de extracto de levadura, 2% de agar bactericldgico
y carkboximetil-celuloza al % come urica fuente de cartoro Y
energla. Los tubos se incubaron de 24 a 48 h a B?QE,
conservandose ppsteriormerte en refricerazién a 4°C. La reciembra
fué mensual.

Preparacién del indculo

A partir de un tubc de conservacidén se inoculd un matraz
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de 250 ml con S50 ml de medio BHI, el cual se in:uéc durante 24 a
z7°c, con agitacidn a 200 rpm. Las celulas se cosecharon por
centrifugaciorn y se resuspencieron en medio mineral esteril a su
velumen original; se les agrege Eiotina vy tiamina a una
concentracién final de 10 ng /ml v | mg/m! respectivamente. esta

suspencsian se lleve al fermentador como :néculo.

Fermentacion

Se realizaron cineticas de crecimientc y produccion de
las enzimas sobre los diferentes sustratos (bagazo de cafa,
celcbicsa, lactosa, glicerol y glucosa) en un fermentador de 1 1
‘Multiger, New Brunswick, Scientific Cc.). tomandose muestras
perisddicamente hasta gque el cultive llegd a fase estacionaria. Se
mantuvieren las siguientes condiciones de operacién: volumen S00

ml., temperatura 3I7°C., aereacién 2 vvm, agitacion 300 rpm y pH 7.

Localizacién de las enzimas

Las muestras tomadas fueron filtradas para eliminar el
bagazo y posteriormente centrifugadas a 1C 000 rpm durante 135 min.
a & C para separar la fraccién celular, ésta se lavo tres veces en
buffer Tris-HCl 0.0SM pH 7.2. Se determino actividad de CMC’asa,
FF'ase, [i-glucosidasa y de xilanasas, tanto en la fraccidn celular

comc en la del sobrenadante.
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Técnicas

Determinacién del crecimiento

El crecimiento se cuantificé indirectamente por medio
de una curva en la que se relacioné absorbancia a 660 rm con peso

seco de biomasa celular.

Fara eliminar interferencia por bagazo de cafia residual
en la determinacién de las muestras obtenidas en este sustrato se
filtré a través de papel.

Determinacidén de proteina

Se determind en el cultivo total y en el scbrenadante
por el método de Lowry et al (1951). La curva patrén se realizod
con albumina de suero de bovino.

Determinacién de azucares
Se emples la técnica del 4cido dinitrasalicilico (DNS) ,

descrita por Miller (1959). Se hicieron curvas tipc para glucosa,

xilosa, celobiosa y lactosa.
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Determinacicn de las actividades enzimiticas

Actividad sobre carboximetil-celulosa

Con esta prueba, de acuerdo con Mandels et al (197&), se

cuantifica la actividad de endoglucanasas.

Reactivos

Solucién reguladora Tris-HCl1 0.05M pH 7.2
Carboximetil-celulosa al 1% p/v en regulador tris-HCl 0.0SM pH 7.2

Reactivo de DNS

Se toman 0.5 ml de la solucidn enzimiatica y 0.5 ml del
sustrato (CMC) se mezclan e incuban 3 min a S50°C. La reaccion se
detiene por la adicién de 3 ml del reactivo de DNS. Se continuga
con la técnica para la deteminacién de azdcares reductorés.
La curva utilizada se realiza con celobiosa y la actividad se
reporta como Unidades Internacionales (UI=umol de celobiosa

liberados por mililitro de enzima por minuto).
Un blanco de enzima fué preparado para descartar los

azucares presentes en la muestra y un blanco de susirato para

eliminar la interferencia que pudiera causar la CMC.
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Actividad sobre papel filtro

Se utiliza para la determinacién de 1la actividad del

comple)o celulasas.

Reactivos

Solucién reguladora Tris—HCl 0.0SM pH 7.2
Tiras de papel filtro Whatman #1 de 1 X & cm

Reactivo de DNS

Se toma 1 ml de solucién enzimatica y 1 ml del regulador
Tris-HC1 se agrega una tira de papel y se incuba durante 30
minutos a 45°C. La reaccién se detiene con la adicien de 3 ml
del reactivo de DNS. Se continua con la técnica para la
determinacién de azucares reductores. La curva se realiza con
celobiosa y la actividad se reporta como UI (umol de celobiocsa

liberados por mililitro de enzima por minuto).

De igual manera un blanco de enzima y un blanco de

sustrato es pregparads.
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Actividad de f-glucosidasa
Reactivos

Solucidén reguladora Tris-HC1 0.0SM pH 7.2
Salicina al 1% en regulador Tris-HCl 0.05M pH 7.2 (J.T. Baker)

Reactivo de DNS

En un tubo de ensaye se colocan 2.5 ml de la sclucién de salicina
y 0.5 ml de la solucidén enzimatica. Se incuba 30 min. a 41 C, se
adicionan 3 ml del reactivo de DNS y se continua la técnica para
la determinacién de azucares reductores. La curva patrdén se
realiza con glucosa, reportandose la actividad como umol de

glucosa por mililitro de enzima por minuto.
Actividad sobre xilana

Reactivos

Solucién reguladora citratos—-fosfatos 0.5M pH 7.0
Xilana al 1% (Sigma)

Reactivo de DNS

1 ml de regulador citratos-fosfatos, 1 ml de xilana y 1

ml de enzima se mezclan e incuban con agitacidn durante S min a
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40°C. La reaccion se detiene con la adicién de 3 ml del reactivo
de DNS, se continua con la técnica de determinacién de azlcares
reductores. La curva se realiza con xilosa y la actividad se
reporta como Ul (umol de xilosa liberados por mililitro de enzima

por minuto).

El blanco de enzima se prepara con 2 ml de regulador y 1
1

ml de enzima. El blanco de sustratc con 2 ml de regulader y 1 ml

de la soclucién de xilana.

Determinacién de actividad en placa sobre carboximetil-celulosa
Reactivos

Agar bacterioldégico

Carboximetil-celulosa

Rojo Congo 0.1%

NaCl 1M

HC1 1IN

Las placas se realizaron con agar al 2% Yy

carboximetil—celulosa al 0.1%.

Se cclocan 20yl del sobrenadante en la superficie del

agar y se incuban durante 1 h. a S0 C.
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Para el revelado se cubre la placa con rojo congo
durante 15 min., se lava otros 15 min. con NaCl y finalmente se
vira a azul con HCl. La actividad se denota por zonas claras que

contrastan con el fondo azul (Teather, et al. 1982).
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RESULTADOS
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Localizacién de las enzimas

Para determinar la localizacién de las enzimas se midid
actividad de f3—glucosidasa, endoglucanasa, xilanasas y sobre papel
filtro, tanto en el sobrenadante como en las células lavadas. En
todos los casos excepto [3—glucosidasa la actividad detectada se
encontrs mayoritariamente en el sobrenadante y en las células
intactas apenas se registré alrededor del 1% de 1la actividad
total. La actividad de f3—glucosidasa no se detectd en ninguna
fraccién. Observandose este comportamiento en todas las fuentes
de carbono probadas (Tabla 7 y 8) por lo que sélo se muestran las

cinéticas de produccién de enzimas excretadas.

Induccién

Se desarrollé a Cellulomconas flavigena en los sustratos

probados como inductores obteniéndose lo siguiente:

a)Bagazo de cafia

En las pruebas de crecimiento la correlacidén
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turbider-pesoc seco del-cultivc desarrollado en bagazo de cafia,
mostre  varisciones con  respecto a lec esperado dada la
concentracidédn de proteina encontrada, por esta razén, todos los
resultadcs de crecimiento se expresaron como proteina celular para

que pudiesran ser comparables entre los diferentes sustratos.

Se probaron dos concentraciones de bagazo de cafia como
inducter, Q.5% y 1%. El crecimientc gue se obtuvo en estas
condiciones se muestra en la Fig. 4. Como se puede observar
cuandc la concentracién fue del ©0.5/. se tuvo un periodo de
adaptacién de 20 h y una fase exponencial con una velocidad
especifica de crecimiento de 0.10 h™'. Mientras que en bagazo de
cafia al 1%, el cultivo mostré dos fases de crecimiento; la primera
comprendida entre las 10 ¥ 24 h con una u=0.11 nt y la segunda
con una p=0,00% h", a esta concentracién de sustrato la fase lag

fué notoriamente menor (10 h).

La velocidad especifica de crecimiento (y) del cultivo
se determind graficando el logaritmo natural de la concentracidn
celular (g/l) contra la edad del cultiQo (h), ajustindose las
rectas por el método de regresién lineal, siendo para tecdas las

pruebas PZEO.?E.
Las curvas de actividad de endoglucanasa siguieron un

compcrtamiento cemejante a las curvas de crecimiento en las dos

concentracicnes de sustratc probadas, mientras que la actividad
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sobre papel filtroc se ;ncantré ern el medio desde el inicio de la
fermentacidén (Fig. 5). En el caso de actividad xilanolitica, si
bien parece, seguir un comportamiento ascciado al crecimiento, su
semesjarza coan la curva de crecimiento nc es tan marcada como en el

caso de la endoglucanasa.

Las actividades manximas y especi{ficas de cada enzima se
resumen en la Tabla 8. Como era de esperarse, el crecimiento vy
las actividades enzimaticas fueron proporcionales a la

concentracidén de sustrato.

En estos experimentos no se observd acumulacidén de
azucares reductores en el medio, siendo 0.6 g/l el maximo valor
encontrado en bagazo de cafia al 1% y de 0.3 g/l en bagazo de cafia

al 0.S%.

blLactosa

Cuando se usé lactosa como inductor, también se proba?nn
dos concentraciones, 0.2 y 0.3% p/v. En ambas condiciones las
cineticas de crecimiento fueron muy seme jantes {Fig &),
observandose una fase lag de 24 h y una fase exporencial con una
velccidad especifica de crecimiento de 0.04 h™'. Cabe hacer notar
la baja concentracién de proteina celular a la que se llegd,

alcanzandose 0.29 g/l y 0.32 g/l para 2% vy % de lactosa
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C. flavigena durante su crecimiento en lactosa: (a) 0.2% y (b) 0.5%. _
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respectivamente.

Log reEsuitados e actividad ze muestran cn 1a Filgura 7.

La actividad score CMC (en las dos concentracianes de lactosa

1

probadas) se registré hasta las 24 hi su compartamiento

fue 1rregular gor lo gue se separd de la curva de crecimiento, sin
embaryc, . s5i se pudec observar Que la proguccidn se 1nisia con el

crecimiento.

La actividad scbre papel filtro muestra, a ambas
concentraciones de lactosa dos picos que aunque similares tienen
desplizamiento en el tiempo, esto es. en lactosa al 0.2% se
presentd a las 16 y 48 h, mientras que en lactosa al ¢.5%4 a las
44 y 60 h. For otro lado la actividad maxima con lactosa al 0.2%
fue de 0.020 U.I., el doble de la encontrada en lactosa al 0.5%

{(0.009) (Tabla 8).
La actividad de xilanasas fue muy baja en &ste sustrato

y se mantuvo constante practicamente a lo largo oe toda la

fermaentaci1dn er ias dos concentraciones usadas.

c)Celobivsa

Con este sustratc se praobaron concentraciones bajas pero

de tal manera que fueran capaces de soportar el crecimiento
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celular. Se encontré gue el desarrollo se inicid en la mitad del
tiempo cuando se tenfia e. doble de sussrato,. al menos para las
canticades cue s& proparcn, es Jdecir., 2n 24 h para ©.1% y 12 h
para £.2% (Fig. B, sin embargo, la velocidad especifica de
crecimiento mostrd un comportamiento inverso, es decir, fue de

Q.14 h-‘ v .08 n" respectivamente 'Tabla &).

La preduccién de endcglucanasa en este sustrato fue en
apariencla muy pobre, ya que el maximc encontrado fue de 0.10 U.I.
en celobiosa al 0.1%, sin embargo, tomando en cuenta el bajo
crecimiento gdado por la poca cantidad de sustrato suministrado la
actividad =2specifica en celobiosa al ©0.17%4 fue muy &alta (1.45
U.I./mg de proteina celular).

En el caso de la actividad sobre papel filtro, en la
Fig. 9 se observa que el comportamiento inicial de la curva de
produccién de enzimas fue muy similar al que se dic en celulosa,
sin embargo, la actividad decayé rapidamente después de las 24 y
16 h para celobiosa 0.1% y 0.2% respectivamente, coincidiendo con
el comienzo de la fase exponencial del crecimiento del cultivo.
La actividad especifica que se encontré en celobiosa al 0.1%4 fué

la mejor de todos los sustratos probados (Tabla 8).
Las #ilanasas se presentarcn también con una alta

actividad especifica (17.83 U.l./mg de proteina celular) al

desarrollar a C. flavigena en celobiosa al 0.1% y al igual que las
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CRECIMIENTO (g/1)

Fig. 8. Curva de crecimiento
de C. flavigena en celobiosa:

A4 0.1% B 0.2%

L i (3]

AUT. ENZIMATICA (U.1.)
i

(a) (b) ;
.0

Fig. 9. Cinética de produccidn de enzimas celuloliticas y xilanoliticas
de C. flavigéna en celobiosa: (a) 0.1% y (b) 0.2%. A actividad sobre -

CMC, § actividad sobre P.F. § xilanasas.
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celulasas la actividad especitica disminuyd considerablemente al
aumentar la concentracidn del sustreto (4.07 U.I./mg ae protina

celular on celobicsa al 0.2%).

Represién

Como sustratos represcres se probaron gluccsa a tres
concentraciones: 0.2, ¢.5 vy 1l.u% p/v ¥y glicerol al 0.2 y 0.5%4 v/v;

los resultados encontrados fueron los siguientes:

a)Glucosa

La velocidad especifica de crecimiento de Cellulomonas
flavigena creciendo en glucosa fue igual cuando este azdcar se
encontraba al 0.5 v 1%, y fue ligeramente menor cuando se usd una
concentracién del 0.2% (Tabla &). La fase exponencial se 1inicié
en menor tiempo conforme se aumentd la concentracidén del sustrato
(Fig. 10). En el caso de glucosa a una coricentracién de 2 g/l 1la
fase exporencial del crecimientoc se 1nicié nasta después de 20 h

de inoculado el fermentador alcanzandose un crecimientc de 0.65

-

/1 a las 30 h. 1 aumentar la concentracidén a S > j
| 30 | Al t 1 t & S g/l se redujo la

fase lag y el crecimiento se inicié & las 12 h alcanzandose a las
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1) Actividad sobre placas
de CMC de un extracto en
zimatico producido por _

C. flavigena al crecer _

en bagazo de cana al 1%.



2) Actividad en placas de_
CMC durante el desarrcllo

de C. flavigena en gluco-
sa al 0.5%.

3) Actividad en placas de_

CMC durante el desarrollo

de C. flavigena en gluco-
sa al 1%.
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24 h la maxima concentraciédn de proteina celular en 0.85 g/l.
Fara glucosa al 1% la fase de adaptaciédn disminuyd adtn mas vy se
obtuvieron 2.51 g de proteina célular por litro alrededor de las
40 h. El desarrollo de los cultivos se detuvo y decrecid cuando la
cantidad de glucosa en el medio llegé a ser menor de 0.1 g/l;
presentandose esta ;nncentracién a las 28, 24 yv 44 horas para el

0.2, 0.5 y 1% respectivamente.

Se tuvieron problemas en la determinacién de actividad
enzimatica en estas muestras debido a la presencia del sustrato
que causaba interferencia. Para eliminarla se probaron varias

técnicas:

Primeramente se intenté eliminar 1la glucosa residual
dializando las muestras en membranas de colodidén a baja
temperatura (4°C) contra regulador Tris—HC1 0.05" pH 7. Se
realizaron las determinaciones de actividad tanto al liguido
contenido en la membrana como éi exterior, pero no se encontrd
actividad, por lo que se presume las enzimas se absorbieron a la
membrana gue es de celulosa. Para evitar esta absorcién se traté
de inactivar las enzimas bajando el pH del medio hasta 5 pero

igualmente no se registrd actividad.

Se probé precipitar las enzimas con acetona en una
relacién 3 a 1, pero se tuvo una pérdida hasta del 70% en
actividad y del 30%Z en proteina, no siendo reproducibles los

resul tados.
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Finalmente sé optd por tener urma  medicidén cualitativa,
por lo mencs en la aétividad de endoglucanasa (ésto se realizé a
través ce placas de CMC como se ind.icd en materiaies » métodos).
Como se cbserva en la Fig. i1 se alcanzé & detectar actividad en
el cultivo con glucosa al ©¢.8% pero al 1% ésta fué completamente

repraimida.

b)Glicerol

FPara las dos concentraciones de glicerol probadas (0.2 vy
0,5%) se encontré gque los crecimientos en la fase euponencial
mostraron la misma u=0.10 h T (Fig. 12), alcanzé&ndose 0.2 vy 1.97
g/l de proteina celular para- 0.2 y 0.5% de glicerol

respectivamente.

La actividad de celulasas, {(tanto la meoida =obre papel
filtro como sobre CMC) apenas se alcanzé a detectar cuando C.
flavigena se hizo crecer en glicerol. Como se aobserva en la Fig.
13 la actividad sobre CMC apenasz muestra diferencias en 1las .dos
concentraciones de sustrato utiliradas, ios marimos & ios que se
llegd fueron de 0.09 y O.Ié U.I. para glicerol al v.2 ¥y 0.5%
respectivamente. En el caso de papel filtro 1la actividad se
presantd posteriormente cuando la céncentracién del sustrato se
aumentd siendo las m&ximas actividades encontradas 0.003 vy  0.004

u.I.
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Fig. 13. Produccidn de actividades xilanoliticas y celuloliticas por
C. flavigena durante su crecimiento en glicerol:
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49

(a) 0.2% y (b) 0.5%,

xilanasas.



El efecta de este sustrato en las xilanasas fue mas
evidente, yva aue la actividad de estas enzimas disminuyd hasta en
un Y8% en comoaracisn a la encontrada en bagazo de caia al 1%, los
valares maximas aoenas alcanzaron a ser de 0.17 v 4.14 U.I. para

0.2 v 0.5% de gliceral

clEfecta de la adicién oge gliceral a un cultivo crecienga en

bagaza dz cafa

Al afiadir gliceral a una cancentracién final del 0.2 v
1.5% en la mitad de la fase expanencial a un cultiva desarrallada
en oagaza ae cafia al 1% se did un acecrementa en la cancentracién
de praotel na celular fFiq 14), disminuyenda a 0.2 g/l despues de
una Nnora oe la adiciéon para las caos concentracianes de gliceral

orabadas. 10 haras despwes el cultiva al gue se le

w

arege
glicerol al 0.3% se recuperd y emuezd a crecer hasta llegar a ur
maxima de 2.17 g/1 de proteina celular, mientras que, el cultivo
con gliceral al 0.2% se mantuva ascilanda alrededar de 0.4 g/l

alcanzanda el mixima crecimiento a las &4 haras si1enda de 0.55

a/l. de proteina celular.

En las Figuras 15, 16 v 17 se puede observar que al
afiadir gliceral a una cancentracidén +inal de 0.24 se dic una
disminucién 1nmediata en las tres actividades praobadas. La

actividad saobre CMC bajd de 0.4 a 0.32 U.I. manteni¢ndase
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Fig. 14. Efecto de la adi-
cidén de glicerol sobre el -
crecimiento de un cultivo -
de C. flavigena desarrolla-
do en bagazo de cafia:

¢ bagazo de cafid 1%

A B. C. y glicercl 0.2%

@ B. C. y glicerol 0.5%

*Después de 15 horas de --
crecimiento en bagazo de -
cafia se adiciond el glice-
rol, realizandose la prime
ra medicidén 1 hora después

Fig. 15 Efecto del glicerol
en la actividad de endogluca
nasa inducida en bagazo de -
fla al 1%:

8 bagazo de cafa 1%

A B. C. y glicerol 0.2%

m B. C. y glicerol 0.5%

*El glicerol se adiciond a -
las 15 horas y la primera me
dicidn de actividad se reali
zo 1 hora después.
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Fig. 16. Efectd del glicerol

. en la actividad sobre papel _

filtro inducida en bagazo de_
cafia al 1%,

® bagazo de cafia 1%

4 B. C. y glicerol 0.2%

@ B. C. y glicerol 0.5%

Fig. 17. Efegcto del glicerol
en la actividad de xilanasas_
excretada por un cultiveo de _
C. flavigena desarrollado en_
bagazo de caifia al 1%.

# bagazo de cafia 1%

& B. C. y glicerol 0.2%

LB B. C. y glicerol 0.5%



alrededcr de 2ste valor'durante las S5 horas posteriores; 2n este
lapso de tiempo no se'én:antré que ELI sistema se repusiera al
efecto del glicerol aunque 1la actividad especifica se mantuvo
constante alrededor QE 0.% U.1./g proteina celular. La actividad
ggbre oapsl Tiltro Olsminuyd de G.0iS a 0.010 U.I. en el lapso de
una hora vy disminuyd nuevamente a 1la mitad en las dos horas
postericres, manteniéndose esta actividad alrededor de w.01 U.T.
~a actividad de xllianasas cavd oréc icamente de T & 0.38B U.I.
si1enco ésta la actividad mas afectaca por esta concentracidn de

glicerol.

Al afadi- glicercl a una concentracidén final del 0.5%
las actividades se vieron mayormente afectadas disminuyendo la
endoglucanasa hasta 0.27 U.1. en una hora y 0.1 U.I. a las tres
horas de la adicidn. LLa actividad - sobre papel filtro no se
detectd una hore después de la aplicacidén y & pesar que se
recuperd el cultivo ésta nunca pasd de 0.007 U.I. La actividad
xilanolitica mostrdé el mismo comportamientc que el encontrado
cuando se le aladié glicerol a una concentracidén menor, al menos
hasta las 44 horas, punto en el gue el cultivo con glicerol al
0.5% se recuperd y empezéd a presentar actividad 1llegando a un

m&ximo de 2.78 U.l.
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TABLA 6. Efecto de la fuents de carbono sobre el crecimiento de
Cellulomonas flavigena

Sustrato 7] T.D. Crec. Max.

th™ Yy (h) (g prot/l)
Bagazo de cafa 0.5% Q.10 &:51 1.10
Bagazo de caffla 1.0% 0;11 6:14 1.43
Lactosa 0.2% 0.05 14:47 0.29
Lactosa 0.5% Q.04 16:07 0.33
Celobiosa 0.1% 0.14 4:57 0.29
Celobiosa 0.2% 0.08 . 8:40 0.56
Glicerol 0.2% 0.1G &6:55 0.90
Glicerol 0.5% 0.10 6:55 1.97
Glucosa 0.2% 0.14 4:57 0.65
Glucosa 0.5% 0.15 4:37 1.25
Glucosa 1.0% Q.19 4: 727 2.51
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TABLA 7. Actividad de celulasas y xilanasas unida a células de
Cellulomonas flavigera crecida en diferentes sustiratos.

Sustrato Actividad especifica (U.1./mg prot. celular)
CMC ‘asa F.F. ‘asa A-gluce Xilanasa
sidasa
Bagazo de cablia
Q. 5% 0.005 -— - 0.04
Bagazo de cafia
1.0% 0. 006 -— - 0.05
Lactosa 0.2% 0.004 - N.D. 0.07
Lactosa 0.S5% 0.004 - N.D. 0.05
Celobiosa 0O.1% 0.006 = — 0.12
Celobiosa 0.2% 0.005 s i 0.04
Gliceral 92.2% <0.001 - N.D 0.01
Blicerol C.S% <0, 001 e N.D. 0.01
Gluccsa 0.2%4 <0.001 - == el
Glucosa 0.5% £0.001 == e s
Glucosa 1.0% <0.001 S —a =
e No se encontro actividad
N.D. No se determind.
Las celulas fueron lavadas tres veces en regulador Tris—-HCI1

0.05M pH 7.2 antes de las mediciones de actividad.
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TABLA 8. Actividades de celulasas y wilanasas excretadas por
Cellulomenas flavigena en diferentes fuentes de carbono.

Sustrato Enzima
CMC "asa F.F. ‘asa fi—glucosi- ¥ilanasas
dasa
Act. JAct. Act. |Act. Act. }Act. Act. JAct.
Ma. Esp. 5 Max. |E=p. i Ma:. |Esp. Ma. Esp.
U.l. [UI/my u.I. |dlsmg U.Ii. Jul/mg u.I1. JUl/mg
E.C. ©.5% J0.61 j0.54 0.01S] .32 o e 4.12] 4.09
B.C. 1.0% ]0.83 ]0.5%9 0.032] 0.24 — —_— 8.16] S5.13

Lac. 0.2%4 J0.19 [1.29 0.020] 0.19 N.D. N.D. 0.68) 9.19

Lac. 0.5% |0C.18 |o.82 0,009 0,03 N.D. N.D. 1,00 4,37
Cel. 0.1%4 ]0.10 ]J1.45 C.012] ©.40 i e 1.04)17.83
Cel. 0.2% |0.05 Jo.12 0.017] 0.07 - -— 1.42] 4.07
Gli. 0.Z% 0,09 [|0.10 0.004] 0,007 N.D. N.D. 0.17] 0.13
Bli. O.3% J0.12 J0.07 0.003] 0.002 N.D. N.D. .14} 0,08

# Act. Esp. Actividad especifica; la relacidn se encuentra
dada en base a los mg de proteina celular

N.D. No determinada.

—_— No se registro actividad.
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DISCUSION
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Efecto del sustrato en el crecimiento

Como ya se menciond, los resultados referidos a
crecimiento se presentaron como protefina celular dado que la
correlacién turbidez-peso seco en bagazo de cafia mostré
variaciones respecto a 1lo esperado. Estas diferencias se
atribuyen a dos factores: EIl primero serifia el bagazo residual que
alcanza a pasar a través del filtro causando interferencia en una
prueba turbidimétrica y el segundo se deberia al cambio
conformacional que se presenta en las células de Cellulomonas en
funcién del sustrato en el que se desarrollan. Vladut-Talor, et
al, (1986) encontraron 1la presencia de una cubierta que se
desarrollaba cuando C. flavigena crecia en celulosa y desaparecia
al desarrollarla en otra fuente de carbono; este hecho podria
causar cambios en 1la densidad 6ptica por 1lo que el método

mencionado sélo se utilizé para hacer seguimientos del cultivo.

De los sustratos probados la mayor velocidad de
crecimiento se encontré en glucosa, seguida por celobiosa, bagazo
de caffa, glicerol y lactosa. Exceptuendo glicerol, los demas
sustratos mostraron fases lag mis largas a las encontradas en
glucosa. Este comportamiento es atribuible a la inducibilidad de

las enzimas involucradas en la utilizacién de estos sustratos

58



(lactosa, celobicsa y bagazo de ca®a) y al caracter constitutivo

—

de la glucoquinasa que se presenta en Cesllulcomonzgs (Schmiz, et al,

1982) para el consumo de glucosa.

Cuando C. flavigena crecid® en bagazo de caffla al 1%
presentd dos pericdos de crecimientoc, éste comportamiento ha sido
reportadoc con anieriaridad. Ponce-Noyzla, 1932, De la Tcrre,
1981). Fodriguez y Volfoa (1984} atribuyeron el crecimiento
diadxico de una cepa de Cellulomonas sp II bec creciendo en el
mismo residuoc & la utilizacion temprana de las hemicelulosas vy

posteriormente de la celulosa.

Al comparar las Figs. 4 y 5 fue notoria la similitud
entre las curvas de crecimiento vy la de produccidén de
endoglucanasas y xilanasas, lo que indicaria que estas enzimas
estan asociadas al crecimiento (Mes-Hartre, et al, 19883 Farkas,
et al, 1987; Stoppok, et al, 1982; Schaffeld & Ulanes, 1983).
Dado que la actividad de endoglucanasas y xilanasas se presenta
desde el inicio del crecimiento y a lo largo de toda 1la fase
exponencial del desarrcllo, es dificil pensar que como en el caso
de Rodriguez y Volfoa (1984) s4lioc se aprovechen en un principio
hemicelulosas. Al parecer se di un aprovechamientoc integral de
ambos polimeros (hemicelulosa y celulosa) y 1la disminucién del
crecimiento se presentaria por el agotamiento de algCn recurso que
se pusc nuevamente en disposicién al morir algunas células. El

comportamiento diagxico no se observd en bagazo de cafia al 0.35%
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pero, coma era de esperirse la concentracién celular que se

alcanzd fue menor.

El casc ce celobiosa fue Cdiferente, ésta ha sido
reportada comoc un sustrato donde el genero Cellulgomonzs crece muy
bien., tanto en condiciones aerotias (Stoppok, et al, 1982Z; Beguin
et al, 1977) comc anzerobias (Dermoun % Belaich,1988!, siesnda este
crecimiento en ocasiones mejor gue en glucosa (Bagnara, et al,
1987). Los resultados muestran que a una concentracién de 1 g/l
la velocidad esspecifica de crecimiento es igual a la encontrada en
glucosa (Tabla &) y al aumentar la cantidad de celobiosa en el
medio la velocidad de crecimiento disminuye, lo que indicaria Qque
concentraciones de celobiosa supericres a 2 g/l inhiben el
crecimiento, lo cual podria entenderse si este azucar actuara como
represaor del sistema celulolitico (Stoppok, et al, 1982, Beguin,
et al, 1977) y se limitara la degradaci®n de celobiosa por este

sistema.

Cuando C. flavigena se desarrollé en lactosa en
concentraciones iniciales de 2 v & g/1 el crecimiento tuvo un
comportamiento diferente y la concentraciéon de proteina celular a
la que se llegé fué apenas la tercera parte de la obtenida en
otros sustratos. este crecimiento tan bajo fué encontrado también
por Stoppok, et al, (1982) para organismos del género
Cellulomenas. En la Fig. & se cbserva que la primera etapa del

crecimiento se presenta como una fase lag muy larga, en donde se
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alternan periodos de crecimiento con periodos en los que no lo
hay. Este cocmportamiento Ha si1de reportadoc anteriormente por
Knarre (1948), quien atribuyd estas oscilaciones a interacciones
en el operon lac, entre glucosa como represor Yy alolactosa como
inductcr. Fostericrmente wWest % Fage (1984 resaltaron como un
aspectc impcrtante el transporte pasivo de lactosa a través de la
membrana, y encuentraron gque la difusion de la lactosa se ve
limitada cuando la concentracion de £sta en el medio es de
alrededor de .78 g/l. PCadc gue en el presente estudic la menor
concentracién inicial que se utilizé fue de 2 g/l, no podria ser
ésta la limitante en el crecimiento. Straight % Ramkrishna (1989)
al encontrar este crecimiento irregular concluyen que la energia
utilizada en el transporte activo compite con la necesaria para el
crecimiento, asi, se produciria una limitacién de energia en la
célula y el crecimientoc ocurriria alternativamente con el

mantenimiento del proceso para tener una ambiente intracelular

favorable.

Firalmente es importante sefalar que en todos los
sustratos protados, cuando se tenia una concentracién baja del
nutriente se aumentaba la duracién de la fase lag , hecho que
sugiere gque el sustrato no podia ser transportado hacig la célula
a una velocidad lo suficientemente rapida como para satisfacer

todas las demandas metabdélicas.
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Localizaciédn de las enzimas

Los resultados mostrados en las tablas 7 y 8 muestran
que las endoglucanasas y exoglucanasas de (. flavigena son
excretadas al medio, ya que en las c2lulas se present:z menos del
1% de la actividad encontrada en el cultivo total. Esta baja

actividad en la célula podria ser considerada como un nivel basal.

Esto ha sido encontrado en la generalidad de los
organismos celuloliticos; es el caso de las endoglucanasas Yy
celobiohidrolasas de hongos come Trichederma reseet (Bisaria vy
Mishra, 1989:_ Hzngspiel, et al. i789 Stutzenberger, 1985)
Neurcspera crassa (Macrie, et al, 1989): Aspergillus nidulans
(Bagga, et al 1989); Aspergillus juponicus (Sanyal, et &l, 1588),

etc.

Rodriguez y Volfoa (1934) reportan en Cellulcmonas/sp I1
bcactividad sobre CMC y papel filtro gue se encuentra unida a {la
célula; alcanzandoc a ser de .2 U.I. para CMC y de ¢.05 U.I. para
papel filtro, sin embargoc, sus mediciones de actividad no fueron
obtenidas de manera directa sobre las células lavadas, sino por
diferencia entre la actividad total menos la actividad del

socbrenadante, sin tomar en cuenta la actividad unida al bagazo.

La fA-glucosidasa rnoc se encontrd en el sobrenadarte ni en

celulas intactas. Comc ha =ido reportadec antes fpara el géneroc
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Celiulcmonas esta enzima es intracelular (S5toppok, et al, 19823

Beguin & Eisen, 1977).

Dado que las éelulasas son un complejo enzimatico, no se
sabe con exactitud en gue orden aparecen en el medio de cultivo:.
Sanval, et al (1988) y Larios, et al, (1983) encontraron que 1la
actividad sobre CMC y papel filtro se dan simultaneamente en los
géneros Aspergillus y Aureobasidium. Farkas y col (1987)
encuentraron en Trichoderma que la actividad sobre CMC antecedié a
la de papel . filtro, sin embargo, Kawamori, et al, (1987)

encuentraron un comportamiento inverso en Termoascus.

Para microorganismos del género Cellulomonas, Rodriguez
y Volfoa (1984) encontraron oprimero actividad sobre CMC y
posteriormente sobre papel filtro, por otro lado Vladut-Talor, et

al, (1986) encontraron las dos actividades simultaneamente.

Observando las Figs. S5, 7, 9 y 13 se notara que en todos
los sustratos ambas actividades se presentaron simultaneamente,
aunque siempre en mayor proporcidén la endoglucanasa, excepto en el
caso de lactosa, donde las enzimas se presentaron
desordenadamente, debido quiza al crecimiento tan irregular que se

dié en este sustrato.
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Biosintesis de c.lulaﬁ.s

Induccidén

Observanda las resultadas exgerimentales, se encantrd aue
la maxima actividad de celulasas y xilanasas se di® en baaaza de
cafia (celulasa), su inductar natural, sienda la actividad de
endaglucanasa en otras sustratas alrededur de la quinta parte; la
actividad de papel filtra en atras fuentes de carbana disminuys de
un S0%L a un 904 v de xilanasas hasta un 98%. Sin embharga, dada
que las crecimientaos fueran diferentes en cada sustrato, se
campararan las actividades especi ficas (Ul/mg prateina celular])
donde se abserwd que tanto para celulasas cama para xilanasas el
valor mas alta se gresent® cuando la celobiosa se usd camo
inductar a una concentracién de 1 g/l. Diversas autares han
repartada gue celobiosa a bajas cancentraciones tiene un efecto
inductar v que en concentraciones altas reprimen el sl stama
celuloli tica. Stoppaok, et al. (1982) abservaran que la celohiasa
en concentraciones entre 0.1 yv 0.3 g/l tenian un efecta inductaor
en el sistema de Cellulomonas uda vy cocentraciones por arriba de
0.35 g/l la reprimian. Stewart y Leatherwaoad (1974) encontraran
en Cellulomonas sp este misma campartamienta, can induccién de
celulasas en concentraciones menares de 0.5 g/l y reoresién can
valares mavares. Los resultados del presente trabajo muestran que
la actividad de celulasas en Cellulomonas flavigena depende de la

cancentracidn inicial de celabiagsa. En el casao de endoqlucaha!os
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la actividad que se presenté con una cnncéntracién inicial del
azucar de 1g/' fue de 1.45 Ul/mg de proteina celular y al ser la
corcentracion :n}::al de 2.g/1 1la actividad alcanze =¢lo 0.12
Ul/mg ce prcteina celular. Lo mismo sucedié en el caso de la
actividaa =obre cacel filtro y la de xilanasas (Tabla 8). Todo
esto irdica gque en haj;as cencentracicones la celobicsa puede ser el
inductocr natural de la sintesis del sitema celulolitico, lo cual
resulta légico al ser ésta producto de 1la degradacién de la
celulesa (vYaguie, et al. 19883 Stutzenberger, 19853 Zhu, et al.

1988 .

En celobiosa se pueden destacar otros dos puntos
importantes: la asactividad sobre papel filtro se ve inducida de
manera muy semejante a comec occurre en bagazo de cafia pero cae
drasticamente cuando la concentracién de celnbiosa- en el medio
disminuye de 2.8 ¢/1 a 0.0% g/1 o menos, situacién dada en la fase
exponencial del cultivo. El1 segundo punto es gue la actividad de
endocglucanasa no aumenta en el medio a lo largo de la
fermentacién: dos criterios podrian ser aplicados para dar una

explicacion:

1) Si el modelo de biosintesis de celulasas es un operdn, comoc se
ha propuesto (Stutzenterger, 1985), las proteinas serian inducidas
en cocrdinacion y la actividad de endoglucanasa estarta siendo

inhibida por la celobiosa del medio.
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2) S5i las enzimas no se inducen corjuntamente, la celobiosa seria
el inductor de las enzimas que permiten la degradaciéon del papel

filtro y no de las endoglucanasas.

Ctra consideracién 1mportants es la alta actividad
especifica encontrada en lactcsa, la cual se presenta pese al bajo
crecimiento; este sustrato, aun cuando ha sido probado en
diferentes bacterias (Stoppcock, et al, 1982; Yanane, et al, 1970)
s¢lo habia sido reportado comec inductor en algunos hongos del
género Trichoderma (Mes—-Hartre, 1988; Kawamori, 1987; Farkas,
1987; Zhu, et al, 1982). En este sustrato aparentemente el
cultivo encuentra limitacién de carbono y este hecho ha sido
sugerido (Stutzenberger, 1985) como causa de la eupresién de los

genes de celulasas

Represién

Aun cuando lecs crecimientos en glucosa y glicerol son
muy buenos, la actividad celulolitica encontrada al utilizar estas
fuentes de carbono es muy baja.

Como se mencioné en los resultados al desarrollar en
glucosa la determinacidén usual de actividad utilizando 21 sustrato
para la enzima y el método del DNS para la cuantificacién de

azucares o grupos reductores no se pudo emplear, ya que la glucosa
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de la muestra causaba interferencia por color al dar reaccién
positiva al reactivo de DNS y encontrarse ademas en una alta

concentracion en =21 medic, de tal manera que se necesitaba diluir

n
1

hasta | = D gars caer gertro de los limites de confiabilidad de

iy

la prueba lo gue ocasiond que si la enzima se encoentraba presente
no <ce detectara, optandose finalmente por una determinacidén
cualitativa en la gque se observo la completa pérdida de actividad

scbre CMC a una cocncentracién del 1% {(Fig. i1).

Con anterioridad se habia reportadoc que la actividad
celulolitica era muy baja ©o nula al desarrollar organismos
celuloliticos en glucosa (Feeldman, et al, 1988; Stoppok. et al,
1982; Yamane. et al, 1970) y en ur analisis transcripcional
realizado en Cellulomonas Ffim: (Greenbera, et al, 19B7) se detectd
que lcs genes cenA y cex, gue codifican para una endoglucanasa vy
una exoglucanasa respectivamente, reductan drasticamente su

expresién al desarrollarse el microorganismo en este azucar.

Por otro lado en este trabajo se encontrd que al
desarrollar a Cellulomonas flavigena en glicerol que actividades
scbre CMC y papel filtroc son apenas el 10% de las encontradas en

bagazo de cafia al 1% y las xilanasas alcanzan a ser solo el 2%.
Fara asegurar que existiera un efecto represor por el

sustratc v no e tratase de la ausencia del inductor se aRadid

glicerol a un cultivo crecierndo en bagazo de cafia a la mitad de la
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fase exponencial; en éste se observe la represién del sistema
celulolitico a2l darse una disminucién inmediata de la actividad de
endoglucanasa, sin que el sistema se recdaperara en las S5 h
restartes gque durs la fermer*taciérn, sin embargo la actividad
especifica se mantuvo, por lo que aparentemente se pard la

sintesis de proteina pero la enzima se mantuve en el medio.

Este efecto también se observé en la actividad sobre
papel filtro, donde la actividad disminuyd un 70% con glicerol al
0.2% v se pierde completamente al adicicnar glicerol al  0.5%;
aungue la actividad se detecta nuevamente nc regresa a los niveles

gque se tienen en ausencia de represor.

Este efectc dado por glicercl ha sidc observado por
otros autores tanto en hongos como en bacterias, incluyendo
Cellulomconas (Breenberg, et al, 1927; kalra, 1984: Curskey, et al,
1983; Schmiz, et al, 1983; Bequin, et al, 1977) e incluso se
mencicora gue 21 efectc_es muy similar al dadoc por glucosa ({Bagga,

et al, 1989).

En el caso de x1lanacsas aparentemsnte fuercn suficientes
2 g/l1 de glicerol para reprimir el sistema ya que 1la adicién de
glicerol en una concentracién de 5 g/l no diminuyé aun mas la
actividad. La susceptibilidad de las enzimas xilanoliticas a
represisdn catabélica ya habia sido reportada utilizando como

represor glucosa al 1% (Bertrand, et al, 198%).
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Las observaciﬁnes anteriores y el hecho de cue bajos
ni.eles de endoclacanasas y celzctickidrcoclass se presenten altn en
les cultives desarrslladcs e~ glicerol (Fig. 9), dan la pauta para
estableczer un mocdelo de induccién gue c=e pra2sentaria con la

csiguiente secuencia de eventos:

1) Una degradacion de celulosa dada en bajos niveles por las

erzimas gue presenta Cellulomonas flavigena en niveles tasales.
2) La obtencion de celodextrinas y el inductor (celobiosal.
I) La induccion real de la sintesis de celulasas.
Finalmente, el comportamiento que presents Cellulomonas

flavigena parece adecuarse al modelo propuesto por Gong y Tsao

(1975, .para la regulacién Z2e la biosintesis de celulasas.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Durante el crecimiento en bagazo de caffa, la celulosa y
la hemicelulosa son aprovechadas simultaneamente por Cellulomonas

flavigena.

Endoglucanasas, exoglucanasas y xilanasas son, en esta

especie bacteriana, enzimas extracelulares.

Las celulasas y hemicelulasas (xilanasas) son inducidas
por el bagazo de cafia y por celobiosa en concentraciones menores

de 1 g/l.

El sistema celulolitico de Cellulomonas flavigena esta
sujeto a represidn catabélica por glucosa (determinado en placa)

y glicerol a concentraciones de 10 g/l y 2 g/]1 respectivamente.
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