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ABSTRACT. The characterization and identification of a strain of
cellulolytic bacteria was carried out by means of traditional methods
as well as by the method of polyacrylamide gel electrophoresis of solu-
ble proteins . A characteristic pattern was found for the strain, with
some common bands to another Cellulomonas' strain, thus supporting
the classification into this genus given up by the biochemical tests . Two
variants were assayed for the determination of the protein content of
the strain, and its vitamin requirements were investigated by the
growth in different culture media, for the more complete characteriza-
tion of the strain .

RESUMEN. Se realizd la identificaci6n y caracterizaci6n de una cepa de
bacterias celuloliticas por metodos tradicionales, asi como empleando el
metodo de electroforesis de las proteinas solubles en gel de poliacrila-
mida. Se encontr6 un patr6n electroforetico caracteristico para la cepa
con algunas bandas countries a otra cepa del g6nero Cellulomonas,
apoyando la clasificaci6n dentro de este genero dada per las pruebas
bioquimicas tradicionales . Se ensayaron dos variantes para la deter-
minaci6n del contenido de proteinas de la cepa y se investigaron sus
requerimientos vitaminicos por el crecimiento en distintos medios de
cultivo, como elementos para su mas completa caracterizaci6n .

INTRODUCCION

Las bacterias celuloliticas han sido objeto de estudio desde hace algUn
tiempo, con vistas a su aplicaci6n en la obtencion de proteina unice-
lular, mediante la fermentacion de desechos celulosicos (Dunlap, 1975;
Herrera, 1975; Enriquez, 1978) .
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Un aspecto importante al acometer este tipo de estudio es la adecuada
identificaci6n y caracterizacion de los microorganismos a utilizar .

Los m6todos tradicionales de identification enfrentan la necesidad cada
vez rods imperiosa de complementarse y apoyarse en tecnicas rods mo-
dernas que brinden una mayor confiabilidad y precision en correspon-
dencia con el moderno concepto biologico de especie .

En general, tecnicas como la determination de la composicion de bases
del DNA, cromatografia gaseosa, composicion de la pared celular y otras,
son ya empleadas en este sentido . Dentro de ellas la electroforesis de
proteinas solubles en gel de poliacrilamida ha probado ser on metodo
dtil y prometedor a estos propositos (Razin y Rottem, 1967; Garbey y
Rippon, 1968; Davies y Gottlieb, 1973 ; Haas y cols ., 1974) .

En el genero Cellulomonas ha sido propuesta la aplicacion de esta tecnica
en la caracterizacion de cepas y como on apoyo importante en los cri-
terios de clasificaci6n de estas bacterias (Rodriguez y Enriquez, 1980) .

Los objetivos de este trabajo son la identificaci6n y caracterizacion de
una cepa de bacterias celuloliticas, utilizando los metodos bioquimicos
tradicionales, paralelamente a la aplicacion de la electroforesis de sus
proteinas solubles, asi como la determination del contenido de protei-
nas y los requerimientos vitaminicos de la cepa, como elementos impor-
tantes en su caracterizacion, con vistas a so aplicacion como proteina
unicelular .

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Se empleo la cepa Gins, obtenida tras un proceso de selection aplicado a
una cepa aislada de pedazos de cana atacados (Rodriguez y cols ., 1981) .

Pruebas morfoldgicas

Se hicieron observaciones microscopicas para apreciar forma, tamano,
motilidad y agrupaci6n de las celulas, asi como la prueba de tincion
de Gram. Se precisaron ]as caracteristicas morfoldgicas que presenta-
ban las colonias, asi como el crecimiento en tunas .
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Pruebas bioquimicas

En general para la realizaci6n de estas pruebas se siguieron los proce-
dimientos descritos por Harrigan y Mc Cance (1968) y Hugh y Leifson
(1953), asi como las pruebas indicadas en el Manual de Bergey (Bucha-
man y Gibbons, 1974) .

Caracterizacidn electroforetica

Con vistas a la aplicacion de la tecnica de la electroforesis de las pro-
teinas solubles en gel de poliacrilamida en la caracterizaci6n de nuestra
cepa, se procedi6 a la obtencion de sus patrones electroforeticos, para-
lelamente a los de una cepa conocida de Cellulomonas (cepa Ilbc) (En-
riquez, 1978), para so comparaci6n entre si, siguiendo el procedimiento
descrito por Rodriguez y Enriquez (1980), con las modificaciones siguien-
tes :

La preparaci6n de los extractor se realizo partiendo de cultivos en za-
randa a 30°C en medio M9 rods tiamina (Rodriguez y cots., 1981), en
fase log de crecimiento . La ruptura celular fue realizada en un desin-
tegrador Braun, con perlas de vidrio de 60 y 100 mesh durante 50 segun-
dos .

La electroforesis en gel de poliacrilamida se llev6 a cabo por un tiempo
de 3 horas a 9°C, utilizandose una pre-electroforesis de 5 minutos y mues-
tras conteniendo entre 300-400 r.g de proteinas . Se hicieron varias corri-
das para probar la repetibilidad de los extractor, de ambas cepas, Giui
y Ilbc paralelamente. Los geles fueron registrados en on densitometro .

Determinacidn de proteinas

Para determinar el por ciento de proteinas de la cepa, se ensayaron dos
variantes del motodo de Biuret (Robinson y Hogden, 1940) . En la pri-
mera variante se empleo para la extraccion de las proteinas el trata-
miento descrito por Stickland (1951) para levaduras y cocos Gram posi-
tivos (cinco minutos a ebullici6n con NaOH) . Simultaneamente se realizo
para la misma biomasa el procedimiento descrito por Robinson y Hog-
den (1940), consistente en tratar ]as muestras con NaOH en frio, pero
durante 24 horas. Se realize on analisis estadistico (test de Student)
para la comparaci6n de ambas variantes y se calcul6 el intervalo de
confianza con la variante finalmente escogida .
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Requerimientos vitaminicos

La cepa fue cultivada en zaranda simultaneamente en medio M9 con
y sin tiamina (unico suplemento vitamfnico utilizado en Ins cultivos
en placas durante el aislamiento y la purificaci6n de la cepa) (Rodri-
guez y cols., 1980), asi como en medio de Srinivassan, que contiene ex-
tracto de levadura, para determinar en su conjunto si la cepa presentaba
o no requerimientos vitaminicos para su crecimiento . El crecimiento
en el medio sin vitaminas fue comparado con el de la cepa Ilbc, auxo-
trofica a la tiamina, corrida paralelamente

RESULTADOS Y DISCUSION

Observaciones microscdpicas y morfoldgicas

Bacilos cortos, pleomorficos, sin organizacion apreciable, algunas formas
curvas. Gram variable . Motil. En placas de agar-CMC, colonias lisas,
concavas, de bordes regulares, pequenas y de color blanco .

Pruebas bioquimicas

Un resumen de algunas caracteristicas generales de nuestra cepa en
comparacion con las de distintos generos de bacterias celuloliticas apa-
recen en la Tabla I . De ella podemos inferir que todos los generos,
excepto Cellulomonas, tienen caracteristicas excluyentes con relaci6n a
nuestra cepa, per to que nos inclinamos a pensar que la misma perte-
neciera a este genero.

Los resultados del conjunto de pruebas bioquimicas y otras caracteris-
ticas se muestran en la Tabla II, en comparacion con el genero Cellu-
lomonas . La mayoria de las caracteristicas, tanto bioquimicas como
morfologicas coinciden con las reportadas para este genero en el Manual
de Bergey .

La ausencia de requerimientos de biotina y tiamina puede explicarse
dado que en el proceso de aislamiento se utilizaron medios en placas
sin suplemento vitaminico alguno (Rodriguez y cols ., 1980) lo cual pudo
conducir al aislamiento de un mutante prototr6fico de una Cellulomona
del suelo .

Per ello en primera instancia, consideramos que la cepa Gin, debe per-
tenecer al genero Cellulomonas, familia Corinebacteriaceae .
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Caraeterizacion electroforetiea

En la Fig . 1 se presentan los patrones electroforeticos de las cepas
Gin, y Ilbc con los correspondientes registros del densitometro y dia-
gramas realizados en base al calculo de las movilidades relativas de
cada banda con respecto al frente (Ef) .

b

c

Fig . 1 . a. Patrones electroforeticos en gel de poliacrilamida de Ns cepas Gh. y
Ilbc. b . Registros densitomdtricos . c. Representacion diagramatica,

Podemos observar que el patron obtenido para la cepa Gin, presenta
24 bandas, y el de la cepa Ilbc, 26 bandas . Mas detalladamente en la
Fig. 2 podemos precisar que existen on total de 17 bandas comunes
a ambos patrones en cuanto a sus movilidades relativas . Sin embargo,
existen 9 bandas que estan presentes en la IIbc y no en la Gin, (Ef . 0.02,
0.07, 0 .13, 0.32, 0.36, 0.40, 0 .44, 0 .51, 0.89), y 7 bandas en esta ultima
que no aparecen en la IIbc (Ef . 0.06, 0 .17, 0.30, 0.35, 0 .41, 0.50, 0 .60) .
Ademas, entre las 17 bandas comunes existen 7 cuyas intensidades difie-
ren entre ambos patrones, teniendo el resto intensidades similares, como
puede observarse a partir de los registros densitometricos de los geles
y de la fotografia de los mismos (Fig 1) .
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Fig. 2. Representacion diagramdtica de los patrons electroforeticos de las cepas
Gi„, y IIbc, con los Ef correspondientes a cada banda .

De todo' esto podemos concluir que la cepa Gins tiene un patron electro-
foretico caracteristico, diferente al de la cepa IIbc, y a la vez con una
serie de bandas comunes o semejantes, lo cual sugiere, per una parte
un apoyo a su clasificacion dentro del genero Cellulomonas (bandas
comunes), y a la vez concuerda con resultados anteriores que sugirie-
ron la posibilidad de que en el genero Cellulomonas cada cepa pudiera
presentar un patron electroforetico caracteristico y diferenciable, (apo-
yado en la gran variabilidad de cepas dentro del genero, al reconocerse
una sola especie actualmente) (Buchaman y Gibbons, 1974), con algunas
bandas comunes entre las diferentes cepas del genero . Los resultados
presentes sugieren nuevamente un patron con bandas comunes al genero
y otras caracteristicas para cada cepa en cuestion .
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Esto debe, no obstante, confirmarse mas adelante continuando el estu-
dio de un mayor numero de cepas . No obstante, el patron electrofore-
tico de las proteinas solubles de la cepa Gin, puede de hecho constituir
un marcador para su caracterizacion tanto desde el punto de vista prac-
tico como genetico, teniendo en cuenta que constituye de un modo indi-
recto una representacidn fenotipica de su genoma .

Determinacidn de Proteins

El resultado de la comparaci6n estadistica de las dos variantes ensaya-
das del metodo de Biuret arrojo que la variante de ebul .licion por 5 mi-
nutos en NaOH da valores significativamente superiores con un 95%
de confianza, extrayendose con el tratamiento en frio aproximadamente
un 83% de las proteinas extraidas con el metodo de ebullici6n . Esto
esta en concordancia con los resultados de Herber y cols ., (1971), quienes
encontraron que en general, la extraccion con NaOH en frio en bacterias
Gram negativas y bacilos no es completa, y en Gran positivas y leva-
duras apenas se realiza, lograndose con el calentamiento 5 minutos al
parecer la extraccion total, sin afectar el color dado por la protein .

A similares resultados Ilegaron Iglesias y cols . (1978) con la cepa Ilbc .
Sin embargo, es necesario tener en cuenta que en nuestro sistema exis-
ten compuestos como la celulosa y la lignina que pudieran interferir
en la determinacion colorirnetrica de las proteinas, por lo que es nece-
sario para resultados mas concluyentes, continuar el estudio de esta
tecnica para nuestras condiciones, tomando en cuenta estos factores
y sus posibles interferencias .

Requerimientos vitaminicos

En la Fig. 3 se muestran las curvas de crecimiento representativas
de las distintas corridas de la cepa Gim en medio de Srinivassan, M9
suplementado con B t y M9 sin vitaminas . En ella puede apreciarse que
el crecimiento en el medio sin ningt:tn suplemento vitaminico resulta
superior en D.O. maxima alcanzada incluso al medio de Srinivassan,
que contiene extracto de levadura, por lo que podemos inferir que nin-
gun factor vitaminico externo resulta necesario a la cepa Gins para
alcanzar un buen crecimiento, al menos en las conditions hasta ahora
ensayadas . (Tabla III) .
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Fig. 3 . Curvas de crecimiento de la cepa Ghi, en 3 medios diferentes . • Srinivassan
O M9 + tiamina L M9 sin tiamina

TABLA III

Contenido de proteinas de la cepa Gint crec_'da en distintos medios

Resulta ilustrativo en este sentido la comparacidn del crecimiento de
la cepa Gin s con el de una Cellulomonas auxotrOfica a la tiamina (IIbc),
que se muestra en la Fig . 4 . Puede apreciarse el escaso crecimiento
de la Ilbc en comparacion con la Gim, lo cual apoya las conclusiones
anteriores .

Medio % Proteinas

Srinivassan 39 ± 2

M9 + Bi 38,5 ± 0,8

M9 403
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CONCLUSIONES

Se identifico la cepa en estudio como perteneciente al genero Cellulo-
monas .

La aplicacion de la tecnica de electroforesis de proteinas solubles en
gel de poliacrilamida reafirmo las posibilidades de su aplicacion en la
caracterizacion de este tipo de bacterias, al obtenerse un patron carac-
teristico para la cepa, con una serie de bandas comunes a otra cepa
del genero Cellulomonas, que apoya su ubicacion dentro del genero
y provee a la vez un marcador de caracterizacion de la cepa .

La variante de ebullicion por 5 minutos en NaOH para la extraccion de
las proteinas resulto la m'as apropiada en la aplicacion del metodo de
Biuret de determinacion de proteinas . Esta arrojo un contenido de pro-
teinas para la cepa entre 38-40% .

La cepa no mostro poseer requerimiento vitaminico alguno, al menos
en las condiciones ensayadas,lo cual representa una ventaja economica
en relacion con la cepa hasta el momento utilizada (auxotrofica a la
tiamina) .
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