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ABSTRACT. The separation of the extracellular cellu-
lases from Cellulomonas sp. Ilbc grown on sugar cane
bagasse pith was carried out by means of high per-
formance liquid chromatography. Samples were ana-
lysed both from exponential and stationary phase of
growth. The eluted fractions were monitored by the eva-
luation of absorbance at 280 and 254 nm, pH, conduc-
tivity and cellulolytic activity . Four main peaks were
obtained showing cellulolytic activity . It was found that
the composition of the extracellular cellulases presents
certainn variations with the cultivation conditions and
growth phase of the culture. Most of the peaks exhibit-
ed both carboximethylcellulase and filter paper activity,
due to the unespecificity of these enzymatic assays .

IÑTRODUCCION

La caracterización del complejo enzimático involu-
crado en la degradación de los materiales Iignocelulósi-
cos es de suma importancia para el conocimiento de
estos procesos.

El sistema celulasa consiste fundamentalmente de 3
tipos de enzimas: La exo-13-1,4-glucanasa, la endo-
f&1,4-glucanasa y la l -glucosidasa . El número de com-
ponentes del complejo, sim embargo, varía el microor-
ganismo, las condiciones de cultivo y el sustrato utili-
zado, eñtre otros factores' .

En bacterias se ha descrito la separación de algunos
componentes del complejo en varias especies 2 3 4 . En los
últimos anos, la cromatografía líquida de alta presión
(HPLC) combinada con la determinación de la actividad
enzimática en las fracciones obtenidas, se ha eviden-
ciado como un procedimiento eficiente y rápido para la
separación de los componentes del sistema celulasa s• e

El objetivo de este trabajo ha sido la caracterización
por la HPLC de las celulasas extracelulares de Ce//u/o-
monas sp. Ilbc cultvada en meollo de cana .

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismo. La cepa de Cellulomonas sp. llbc fue
cultivada en zaranda y en fermentados a 32 °C y pH 6,5
en meollo 1 % como fuente de carbono . Los medios de
cultivo han sido descritos en un trabajo procedente' .
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RESUMEN. Se realizó la separación de las enzimas
celulasas de Ce//ulomonas sp. llbc cultivada en meollo
de cana, empleando la cromatografía líquida de alta pre-
sión. Se analizaron muestras tomadas en fase exponen-
cial yen fase estacionaria de crecimiento. Las fracciones
obtenidas en la separación cromatográfica fueron eva-
luadas mediante la absorbancia a 254 y 280 nm, el pH,
le conductividad y la actividad celulolitica . Se obtuvieron
4 picos fundamentales con actividad celulolítica . Se
observó que la composición de las celulasas extracelu-
lares en estos cultivos presentó ciertas variaciones en
dependencia de las condiciones de cultivo y fase de cre-
cimiento. En la mayor parte de los picos se detectó tanto
actividad carboximetilcelulasa como actividad papel de
filtro debido a la inespecificidad del método de determi-
nación enzimática .

Preparación de /á muestra. Las muestras fueron tomadas
en la fase exponencial de un cultivo en zaranda y en la
fase estacionaria de un cultivo fermentados, después de
lo cual fueron filtradas empleando fritas de porocidad
No. 1 . La suspensión celular fue centrifugada a 14 000 g
durante 10 min .

Los sobrenadantes fueron concentrados por ultra-
centritugación a 4°C (Presión de N entre 0,2 y 0,3 MPa)
siendo dializados por 24 h en agua destilada a 't °C y
posteriormente liofilizados .

Los liofilizados fueron conservados a 4°C hasta su
empleoo en la cromatografía .
Separación de las enzimas .La HPLC se basó en procedi-
miento establecido por Hostomská y Mikes 5 , utilizando
el derivado fónico del gel Spheron DEAE-1 000 (pre .!-
cido por Lachema, Brno, Checoslovaquia) .

La cromatografía se realizó en una columna de vidrio
de (0,2 . 0,008) m con una presión entre 0,5 y 2,5 MPa .
La velocidad de flujo a través de la columna fue de
2.,0 mL/min para la muestra dei fermentados y de
1,5 mL/min la muestra del cultivo en zaranda . Las frac-
ciones fueron colectadas a intérvaios de 60 s .

La muestra consistió en 40 mg de la p : eparación
filizada, disueltos en 0,5 mL de "buffer" A, la que fue
eluida gradualmente de la forma siguiente :

10 mL del 'buffer" A
15 mL del "buffer" A + 1 5 mL del "buffer" B
30 rr4Pdél "buffer" B + 30 mL del "buffer" C



"Buffers" :
A ácido cítrico 0,005 mol/L, NaOH, pH 5,0 x =

0,5 mS
B ácido cítrico 0,100 mol/L, NaOH, pH 5,0 x =

8,0 mS
C ácido cítrico 0,250 mol/L, NaOH NaCI 1 mol/L,

aH 5,O,x = 6,0 ms
El proceso de separación crematográfica fue eva-

luado continuamente por la medición de la absorbancia
a 254 y 280 nm, el pH y la conductividad en las muestras
colectadas. La proteína en las fracciones fue estimada
por el método de Kalcvara , según la expresión :

Proteína (mg/mL) = 1,45 A ta° - 0,74 A 254

Determinación de la actividad enzimática. Las activi-
dades papel de filtro (PF), carboximetilcelulasa (CMC) y
l3-glucosidasa se determinaron según el método des-
crito con anterioridad ° . Ellas se expresan en UI (p mol del
producto/mm) .

La concentración de proteína en los liofilizadas fue
determinada por el método de Lowry y colaboradores 10 .

RESULTADOS Y D/SCUS/ON

La actividad celulolítica de las muestras liofilizadas
antes de la separación cromatográfica se muestra en la
Tabla I . Para la determinación de la actividad se disolvie-
ron 60 mg del liofilizado en 10 mL de agua destilada
para la muestra de zaranda y 50 mg en 10 mL para la
muestra del fermentados .

TABLA I
Actividad celulolítica de las muestras liofilizadas
antes de la separación cromatográfica

Se puede apreciar una actividad especifica menor en
el caso del cultivo en el fermentados, lo cual es lógico, ya
que se trata de un cultivo en fase estacionaria, donde la
tisis celular produce una mayor liberación de proteínas al
medio .

No se detectó actividad f3-glucosidasa en los sobre-
nadantes, lo cual coincide con resultados obtenidos
anteriormente" sobre la localización de esta enzima
unida a la pared celular en esta cepa . Los resultados de
la separación cromatográfica para la muestra de cultivo
en zaranda se resumen en la Tabla II .

Los resultados de la determinación de las actividades
CMC y PF en cada una de estas fracciones se ilustran en
la figura 1 .

Como puede observarse, se obtuvieron 4 picos con
actividad CMC y 3 picos con actividad PF .

De tus picos con actividad CMC, tres exhiben tam-
bién una apreciable, aunque menor, actividad PF .

La Tabla 111 muestra los resultados obtenidos al eva-
luar la conductividad, concentración de proteínasyel pH
para las fracciones correspondientes a la muestra del
cultivo en fermentados .

La representación gráfica de las actividades PF y
CMC de las fracciones se muestran en la figura 2 .
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TABLA II
Parámetros del proceso de separación

cromatográfica para la muestra
de cultivo en zaranda
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Fig . 1 . Cromatograme obtenido por HPLC correspondiente a las
celo/asas extracelu/eres de Cellulomonas sp . 1/bc, provenientes
de un cultivo en zaranda sobre meollo de caña, en fase exponen-
cial de crecimiento
1 . Actividad carboximetilcelulasa en las fracciones (Ul/mL-)O')

2. Actividad pape/ de filtro en las fracciones (UllmL -10 2 )
Fig . 2. Cromatograma obtenido por NPLC correspondiente a las
celulasas extracelulares de Cellulomonas sp . 1/bc, provenientes
de un cultivo en fermentados sobre meollo de caña, en fase esta-
cionaria de crecimiento

l . Actividad carboximetilcelulasa en las fracciones /U//mL-702)
2. Actividad papel de filtro en /as fracciones (UI/mL • lo s)

Carboxlmetacelulasa
Origen de la ul/mL

	

UI/mg'
Papel de filtro
UI/mL UI/mg'

8-glucosidasa
UI/mL ui/mg'
(10 s) (10')muestra

	

(10 3 1 1103 1 coa ) 110 3 1

Zaranda

	

67 .6
fermentados 10,2

13,5
1,7

41,2
18,9

8,3
3 .1

0
0

0
0

Actividad por m g de celular en base e peso seco

0,051 0,0 0,0
- 54,4 81,2

0,222 47,6 40,8
0,195 0,0 19,6
0,068 10,9 26,8
0,032 0,0 42,0
0,011 0,0 13,2
0,008 17,7 48,0
0,087 15,0 80,4
0,158 29,9 84,0
0,229 0,0 46,6
0,137 12,2 62,4
0,240 0,0 94,8
0,378 50,3 63,6
0,336 1,36 43,2
0,268 21,8 16,0
0,204 1,36 10,4
0,167 8,2 14,9
0,171 15,0 12,0
0,170 0,0 9,6
0,162 4,1 0,0
0,333 2,7 0,0
0,687 1,36 0,0
0,245 0,0 0,0
0,257 0,0 0,0
0,482 0,0 0,0
0,291 0,0 0,0

20-

a Is-

Fracción pH (mS)

0 5,75 0,85
1 5,26 1,02
2 - -
3 5,34 0,92
4 -
5 5,22 0,78
6 -
7 5,24 0,79
8 5.24 0,79
9 5,92 4,50

10 -
11 5,99 5,70
12 - -
13 6,16 5,80
14 - -
15 5,60 10,50
16 -
17 5,14 15,0
18 - -
19 4,97 22,3
20 -
21 4,96 31,0
22 - -
23 4,96 38,9
24 - -
25 4,95 44,8
26 - -



En este caso se pueden observar 3 picos con activi-
dad CMC, dos de ellos con valores relativamente bajos
de actividad y 4 picos de actividad PF .

TABLA Ill
Parámetros del proceso de separación

cromatográflca para la muestra
del cultivo en el fermentados

PF

	

papel de filtro
CMC carboximetilcelulasa

El primer pico de actividad CMC contiene una alta
actividad PF. Por su parte, otros 2 picos de actividad PF
presentan bajos valores de actividad CMC .

Al parecer, como se aprecia en las figuras 1 y 2, la
composición de las celulasas extracelulares de esta
cepa presenta ciertas variaciones en dependencia del
estado fisiológico del cultivo .

Los cultivos en fase estacionaria muestran una acti-
vidad PF mayor con relación a la actividad CMC, al con-
trario de lo observado en las muestras de la fase expo-
nencial .

A la vez, al parecer, una forma de actividad CMC
"desaparece" y un componente de la actividad PF apa-
rece, al llegar a la fase estacionaria de crecimiento .

Las variaciones en el número de componentes con la
edad del cultivo han sido encontradas en Cel/ulomonas
fimi por Langsford y colaboradores' .

En el caso que se estudia las variaciones encontradas
pueden ser explicadas por tres factores fundamentales :

La desadsorción de las celulasas de la pared celular y
del sustrato que ocurre en la fase estacionaria de estos
cultivos .

Los cambios que se van produciendo en el sustrato a
medida que avanza su degradación por la bacteria'', por
lo cual pudieran requerirse diferentes niveles d' : 'os dis-
tintos componentes enzimáticos del complejo en dife-
rentes estadios del crecimiento .

Tanto la proteolisis, como la pérdida de la parte gli-
cosidica de las enzimas originales que pueden dar lugar
a componentes menores con actividad disminuida .

De los resultados obtenidos pudo observarse tam-
bién que no ha sido posible separar completamente la
actividad PF de la actividad CMC en los picos obtenidos .
Este mismo fenómeno ha sido descrito por Haggerat y
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col.'en la separación de celulasas de Thermoactlno-
myces sp. por focalización isoelétrica y por Saddler y .
Khan", para las enzimas de Acetivibrio cellulolyticus,
entre otros .

Este hecho, parece originarse más que por una sepa-
ración imperfecta, por la inespecificidad del método uti-
lizado para la determinación de la actividad enzimática
el que involucra la determinación de los azúcares reduc-
tores producidos a partir del PF y la CMC . En realidad,
éstos constituyen el productotanto de la acción de uno o
varios componentes indistintamente, aunque cada tipo
de enzima actuará ciertamente con diferente eficiencia .

En cuanto a la cantidad de componentes obtenida, se
pudo observar un número de enzimas relativamente
pequeno .

Algunos autores, utilizando otros métodos de sepa-
ración, han encontrado para algunas especies bacteria-
nas, una cantidad mayor de componentes . Sin embargo .
se ha determinado que éstos no son más que productos
de fraccionamiento de los componentes fundamentales,
quizás durante el proceso mismo de separación, debido
a la acción de proteasas o por la pérdida de la parte gli-
cosídica, como fue demostrado por Yoshikawa y col . 16
para las Pseudomonas y por Langosford y col .' para las
Cellulomonas.

CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede

plantear que la HPLC resultó un método apropiado para
la separación de las celulasas de Cellu/omonas, así como
para el estudio del efecto de diferentes factores, tales
como la edad y las condiciones del cultivo, sobre las
variaciones en los componentes del sistema enzimático .
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Actividad enzimática

Fracción pH
conductividad Proteína

(mS)

	

(mg/mLl
(UI/mL

PF
10')
CMC

0 5,78 0,000 0,0 0,0
1 5,76 1,06 0,035 9,5 13,6
2 0,094 12,2 0,8
3 5,34 0,78 0,030 8,16 0,0
4 - 0,000 0,0 0,0
5 5,40 0,71 0,007 0,0 0,0
6 - 0,005 13,6 3,6
7 5,85 2,90 0,050 20,4 0,0
8 - - 0,036 0,0 0,0
9 6,14 6,10 0,236 6,8 0,0

10 0,480 0,0 4,0
11 6,31 11,3 0,269 9,5 2,4
12 0,252 13,6 1,6
13 6,41 15,9 0.169 0,0 0,0
14 0.192 0,0 0,0
15 5,15 18,0 0,155 0,0 0,0
16 5,07 21,3 0,160 0,0 0,0


