UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS

1DAD AUTENEMA DE BAIN EAL

o
E

R | =

e
R

NREE
1) XY -

e
Vo ——

EVALUACION Y CARACTERIZACION DE UNA o-GALACTOSIDASA
PRODUCIDA POR BACILLUS SPP. PARA SU EMPLEO COMO ADITIVO
ALIMENTICIO

TESIS
que para obtener el titulo de
BIOLOGO
presenta:

JORGE LUIS ARAMBURO GUERRERQO

Ensenada, Baja California, México. Junio 2004



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE CIENCIAS
EVALUACION Y CARACTERIZACION DE UNA a-GALACTOSIDASA

PRODUCIDA POR BACILLUS SPP. PARA SU EMPLEO COMO ADITIVO
ALIMENTICIO

TESIS
que para obtener el titulo de
BIOLOGO
presenta:

JORGE LUIS ARAMBURO GUERRERO
Aprobada por:

Y &
, *7/ ; /Z//J)
PR IGREGE OLMAS SOTO " DRA. MA. DEL REFUGIO GONZALEZ ESPARZA

Presidente del jurado Secretario

g CARRILLO MENDIVIL
Primer vocal



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Jorge Olmos por su ayuda y direccién en este trabajo.

A Rosalia Contreras, Leonel Ochoa y Alejandro Gonzélez, por su guia, asesoria y
comentarios en la parte experimental.

A la Dra. Maria del Refugio Gonzilez por sus correcciones y comentarios en la parte
escrita del examen.

Al M.C. Miguel Carrillo por sus correcciones y comentarios en la parte escrita del
examen,

A mi familia de Tecate, Tijuana y Ensenada, por todo su carifio y apoyo.

A Sharon, por su cariﬁo; apoyo y por todo lo que me ha dado.

ESTE TRABAJO FUE FINANCIADO POR CONACYT CON EL
PROYECTO NUMERO 225080-5-4301PB.

ESTE PROYECTO SE REALIZO EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR,
BAJO LA DIRECCION DEL DR. JORGE OLMOS SOTO, EN EL DEPARTAMENTO DE
BIOTECNOLOGIA MARINA DEL CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE EDUCACION
SUPERIOR DE ENSENADA.

II
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PRODUCIDA POR BACILLUS SPP. PARA SU EMPLEO COMO ADITIVO
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RESUMEN

Los altos costos de la alimentaci6n en el cultivo de camar6n han generado una bisqueda
de fuentes alimenticias alternas, tanto marinas como terrestres, que disminuyan los costos
de produccién. La harina de soya, debido a su amplia disponibilidad y bajo costo,
constituye una fuente de proteina alterna a la harina de pescado, capaz de disminuir los
costos de produccién. Sin embargo, la presencia de algunos factores antinutricionales
limita la cantidad de este recurso en las dietas para camaron. Los a-galactésidos son uno
de los factores que impiden la inclusién de la harina de soya en altas proporciones en las
dietas para camar6n. Una manera de eliminar estos componentes de la harina de soya es a
través del procesamiento enzimatico de la harina de soya. Se identificé y caracterizd
molecularmente bacterias del género Bacillus productoras de o-galactosidasa (enzima
capaz de degradar los o-galactésidos presentes en la harina de soya), para evaluar su uso
potencial en la alimentacién del camardn y se caracterizaron algunas de las propiedades
fisico-quimicas de la enzima. De esta manera, se logré la identificacion de una cepa
bacteriana productora de una a-galactosidasa neutra, funcional dentro del rango de
temperatura empleado en el cultivo de camardn. El anélisis de la secuencia parcial del
gen 16s rDNA reveld un 97.9% de similitud de la cepa estudiada, con la especie Bacillus
megaterium. El género Bacillus destaca por su capacidad de producir una amplia
variedad de enzimas y secretar grandes cantidades de proteinas. Ademés, la mayoria de
las especies de éste género no son patégenas para los animales, incluyendo el ser
humano. Basandose en las caracteristicas atribuidas al género y en métodos moleculares,
se logré la identificacion de una especie del género Bacillus productora de una -
galactosidasa, con caracteristicas afines a su inclusion en dietas de camarén.
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.- INTRODUCCION

La alimentacién constituye uno de los costos mayores de produccién en el
cultivo de camarén. Los carbohidratos son una fuente de energia barata para la dieta; por
lo tanto pueden ser efectivos en la reduccion de los costos de produccién (Shiau y Peng,
1992; en Arellano-Carbajal y Olmos-Soto, 2002). En los dltimos ailos ha surgido el
interés en identificar y desarrollar fuentes de proteina alternas para su empleo en los
alimentos acuicolas (Tacon et al., 1998; en Divakaran et al, 2000). Entre los
ingredientes que estan siendo investigados como alternativos a la harina de pescado, la
harina de soya es uno de los mas prometedores (Lim.et al., 1998; Hardy, 1999; en
Divakaran et al., 2000), debido a la seguridad de su abastecimiento, precio 'y
composicion proteina/aminoécido/carbohidrato (Divakaran et al., 2000). No obstante, la
utilizacion de los carbohidratos por los camarones es limitada, debido a la incapacidad
de procesamiento enzimatico que presentan (Rosas et al., 2000). Lo anterior sugiere un
pretratamiento de los carbohidratos no asimilables hacia formas asimilables, dicho
procesamiento puede llevarse a cabo mediante el empleo de enzimas hidroliticas.

El uso de o-galactosidasas como una alternativa biotecnologica — para el
procesamiento de o-galactésidos presentes en semillas de leguminosas ya ha sido
propuesto (Silvestroni et al., 2002; Gote et al., 2003). La enzima o-galactosidasa (a-D-
galactésido-galactohidrolasa [EC 3.2.1.22]) cataliza la hidrélisis de los residuos de o.-
galactosa unidos por enlaces a-1,6 de los oligosacéridos y galactomananos poliméricos

(Fridjonsson y Mattes, 2001).



El género Bacillus es uno de los mas diversos y abundantes, encontrandose
especies en el suelo y/o asociadas a fuentes de agua como rios, aguas costeras y
estuarios. Las especies del género Bacillus presentan una gran diversidad metabdlica,
conteniendo especies que degradan celulosa, almidén, proteinas, agar, hidrocarburos y
otros sustratos derivados de fuentes de plantas y animales (Slepecky, 1992; Sonenshein
etal., 1993).

El hecho de que especies de Bacillus puedan ser mantenidas a altas tasas de
crecimiento, a partir de una variedad de fuentes de carbono y nitrogeno de bajo costo
(Harwood, 1992; en Arellano, 1999), la ausencia de préductos toxicos y la capacidad de
producir y secretar grandes cantidades de proteinas, han favorecido su empleo en la
industria biotecnoldgica (Olmos, 1996).

Debido a la incapacidad de procesamiento enzimatico de los o-galactésidos de la
harina de soya, por parte del camarén, en este trabajo se identificaron cepas del género
Bacillus productoras de o-galactosidasas, se caracterizé al enzima o-galactosidasa de
interés, se monitored su cinética de produccién y se identific6 molecularmente una de

las cepas.



II.- ANTECEDENTES

La oferta tétal de harina de pescado es de aproximadamente 6.5 millones de tm.
provenientes de la extraccion de 30 millones de tm. de pescado entero, esta oferta no
crecera o lo har‘ét. muy poco. En cuanto a los requerimientos, la acuicultura utiliza
actualmente el 35% de esta oferta, calculandose que dentro de diez afios superaré el 50%
de la demanda (Berger, 2000).

Las harinaé de oleaginosas ofertan mas de 200 millones de tm., siendo la harina
de soya la mas abundante y en expansion. Por ello, su importancia creciente en la
industria de alimentos balanceados, incluyendo a los de acuicultura. No obstante, el
aumentar la dosis de harinas y aceites vegetales puede dificultar la digestibilidad en la
alimentacion de animales acuaticos y por lo tanto disminuir la eficiencia de los
alimentos y aumentar la contaminacion (Berger, 2000; Arellano-Carabajal y Olmos-
Soto, 2002). Para algunas especies de penaeidos se ha encontrado que algunos
carbohidratos afectan el crecimiento, la asimilacion de nutrientes y producen
alteraciones fisiologicas (Shiau, 1998; Rosas ef al., 2000). El contenido de azucares de la
harina de soya puede ser uno de los ingredientes que limite la digestibilidad de la
misma. Por ejemplo, el consumo de productos de soya por animales monogastricos,
incluyendo al hombre, esta limitado por la presencia de a-1,6-galactésidos (melibiosa,
rafinosa, estaquiosa y verbascosa) provenientes del frijol de soya. Los o-galactdsidos
permanecen sin digerir hasta llegar al intestino grueso, en donde son degradados por la

microbiota intestinal generando cantidades considerables de metano, bidéxido de carbono



e hidrogeno, estos gases pueden generar una afliccion gastrointestinal asi como
flatulencias (King ef al., 1998, [sﬁiguro et al.,2001).

En base a la materia seca, los frijoles de soya contienen de 4.5 a 5.5% de
sacarosa, de 2.8 a 4.9% de estaquiosa y de 0.4 a 1.4% de rafinosa, mientras que la harina
de soya contiene de 7.4 a 9.9% de sacarosa, de 4.7 a 4.8% de estaquiosa y de 1 a 1.1%
de rafinosa. En lo que respecta a polisacaridos, la harina de soya contiene de 8 a 10% de
polisacaridos acidicos, 5% de arabinogalactano, de 1 a 2% de material celuldsico y 0.5%
de almidén (Potter y Potchanakorn, 1985).

El trisacarido rafinosa es el segundo componente méas abundante, después de la
sacarosa, presente en los tejidos de plantas. Los genes invoiucrédos en la degradacion de
la rafinosa estan organizados dentro de un operén: rafR (broteina reguladora), raf4 (o-
galactosidasa), rde (rafinosa permeasa), y rafD (sacarosa hidrolasa) (Moniruzzaman ef
al., 1997).

La galacioéa esta presente en distintos oligosacaridos (por ejemplo, rafinosa,
estaquiosa y melibiosa) y polisacaridos (galactomananos, pectina y xilanos) de plantas.
En la pectina, la galactosa se encuentra principalmente en las cadenas laterales
ramificadas, miéﬁtras que en el arabinoxilano, los residuos no ramificados de galactosa
estan unidos a la xilosa y arabinosa (De Vries ef al.,, 1999). Los galactomananos
contienen residuos de galactosa unidos al esqueleto dg manosa, y su remocion es
efectuada por la a.cci(’m de las o-galactosidasas (a-D-galactééido galactohidrolasa [EC

3.2.1.22]) (Duffaud ef al., 1997). Recientes avances en la industria petrolera y de gas



establecen el requerimiento de la hidrélisis enzimatica in situ de los galactomananos
empleados en la estimulacion de pozos (Duffaud et al., 1997).

Las o-galactosidasas han encontrado un valor practico en biofecnologia en la
industria papelera y de pulpas. También han sido utilizadas para la eliminacion de
D-rafinosa de la remolacha en la industria azucarera para facilitar la cristalizacion y
consecuentemente mejorar el rendimiento de la produccion de azicar (Fridjonsson e al.,
1999). La aplicacién potencial de las o-galactosidasas en el procesarﬁiento de melasas
de soya y leche de soya ha sido demostrada (Kamaly, 1997; Fridjonsson er al., 1999;
Gote ef al., 2003). Las levaduras cominmente utilizadas en la produccion de pan 'y
etanol son incapabes de metabolizar rafinosa. La utilizacién de melazas de remolacha
como sustrato para la produccion de levadura para hornear, ha promovido recientemente
el desarrollo de cepas recombinantes que secretén o-galactosidasa (Moniruzzaman ef al.,
1997). Otra de las aplicaciones de la a-galactosidasa, es en el mejoramiento de las
propiedades gelificantes de la goma guar, disminuyendo la proporcién de galactosa
presente en los galactomananos (Dey ef al., 1993).

Una manera de afrontar los problemas de digestibilidad de la harina de soya es a
través del uso de aditivos enzimaticos, o del empleo de microorganismos probidticos
(Berger, 2000; Verschuere et al., 2000). El empleo de microorganismos probidticos en la
alimentacion dé‘ camarones ha sido demostrado (Verschuere ef al., 2000). Dentro de las
ventajas atribuidas a este tipo de adititivos alimenticios se encuentran las siguientes:

inmunoestimulacién, exclusion competitiva de  microorganismos  patogenos,



mineralizacion, nutricic’m y reduccién de compuestos toxicos (Berger, 2000; Verschuere
et al., 2000; Areilano-Carabajal y Olmos-Soto, 2002).

El mercado mundial de enzimas alcanzé en 1995 ganancias de aproximadamente
1000 millones dé dolares y dos terceras partes de estas enzimas fueron producidas por
miembros del gévnero Bacillus (Ferrari et al., 1993). De este mercado, las carbohidrasas
ocupan el segundo lugar en produccion (Godfrey y West, 1996).

Las o-galactosidasas ocurren en una gran variedad de microorganismos, plantas
y animales, y algunas de ellas han sido caractérizadas (Ishiguro et al., 2001). Estas
enzimas catalizan la hidrélisis de los residuos de galactosa pnidos por un enlace 0-1,6 de
oligosacaridos como melibiosa (galactosa-ai-1,6-glucosa), rafinosa (galactosa-0-1,6-
sacarosa) y estaquiosa (galactosa-ol,6-rafinosa), ademas de hidrolizar los
galactomananos ~poliméricos (Fridjonsson et al, 1999). Las o-galactosidasas
eucarioticas pfesentan un grado significativo de homologia en su secuencia de
aminoécidos y han sido agrupadas dentro de la familia 27 en la clasificacion de las
glucosil hidrolaéas, mientras que las a-galactosidasas bacterianas son agrupadas en la
familia 32. La masa molecular promedio de las subunidades de las o-galactosidasas de
la familia 32 es de alrededor de 80 kD_a y la de las enzimas de la familia 27 es de
aproximadamente 50 kDa (Fridjonsson ef al., 1999). Generalmente, las o-galactosidasas
tienen un pH 6ptimo en el rango de 6 a 7, mientras que el pH optimo las de o-

galactosidasas de levaduras y hongos se encuentra entre 3 y 5 (Gote et al., 2003).



Las o-galactosidasas producidas por microorganismos procaridticas  son
principalmente intracelulares, ﬁabiendo pocos casos reporta‘dos de o-galactosidasas
extracelulares (Wong, 1990). En  Bacillus stearothermophilus  SBFT, B.
stearothermophilus AT7 y Bacillus sp. JF,, las o-galactosidasas son intracelulares
(Delente ef al., 1974; Pederson y Goodman, 1980; Li et al., 1997). Por otra parte, las o~
galactosidasas p;oducidas por B. stearothermophilus ATCC 266 y B. stearothermophilus
NCIMS5146 son secretadas al medio (Talbot y Sygusch, 1990; Gote et al., 2003).

En lo referente a la temperatura Optima de las o-galactosidasas producidas por
microorganismos, tanto eucariotas como procariotas, va desde los 30°C hasta los 105°C
(Delente et al., 1974; Pederson y Goodman, 1980; Gherardini ef al., 1985; Li et al,
1997; Wong, 1990; Talbot y Sygusch, 1990; Overbeeke ef al., 1990; Duffaud ef al.,
1997; Kamaly, 1997; King ef al., 1998; Manzanares ef al., 1998; Fridjonsson ef al.,
1999; Ishiguro et al., 2001; Silvestroni ef al., 2002; Shabalin et al., 2002; Gote ef al.,
2003).

Las o-galactosidasas son inhibidas por los iones Co**, Cu™, Zn®" y Hg'
(Fridjonsson et al., 1999; Gote ef al., 2003). También se ha demostrado la inhibicion
competitiva generada por algunos azicares, como la D-arabinosa, D-galactosa y
celobiosa (Pederson y Goodman, 1980). En lo que respecta a la afinidad por los
diferentes sustratos de las a-galactosidasas, existe una tendencia a la disminucion de la
actividad conforme se incrementa la longitud d_e la cadena de los a-
galactooligosacaridos (Talbot y Sygusch, 1990; Fridjonsson ef al., 1999; Gote ef al.,

2003).



Li y colaboradores (1997) demostraron que la mayor produccion de a-
galactosidasa por Bacillus sp. JF, se llevo a cabo cuando se empled melibiosa como
fuente de carbono y cuando el pH inicial del medio era 7.5 a 35°C. La mayor produccion
de a-galactosidasa se llevé a cabo a las 65 h empleando melibiosa o rafinosa como
fuente de carbono.

Talbot y Sygusch (1990) determinaron para la o-galactosidasa del termofilo B.
stearothermophilus ATCC 266 una constante de Michaelis-Menten (Km) de 0.25 mM,
empleando  p-nitrofenil-o-D-galactopiranésido (PNPG) como sustrato. Por otro lado,
Pederson y Goddman (1980) analizando las a-galactosidasas I y 1I producidas por B.
stearothermophilus AT7, encontraron una Km de 0.47 mM y 0.53 mM para el PNPG,
respectivamente. Similarmente, Fridjonsson y colaboradores (1999) estimaron una Km
de 0.38 mM para el PNPG, en la o-galactosidasa producida por B. slear_athermophilus
NUB3621.

El miembro mas representativo del género Bacillus es B. sublilis, el cual es una
eubacteria ampliamente distribuida que habita pﬁncipalmente en suelo, aunque también
se le encuentrz;l en el aire, rios y estuarios (Priest, 1989). B. subtilis, después de
Escherichia coli, es la eubacteria mejor caracterizada, y entre los microorganismos
Gram-positivos, es la mas ficil de manipular en términos genético-moleculares. Los
avances en la té_cnologia del DNA recombinante y en el entendimiento_ de la expresion
génica, particularmente en B. subtilis, han abierto nuevos campos para la utilizacion de

B. subtilis y otros Bacillus en muchas areas de investigacion basica y aplicada



(Slepecky, 1992; Olmos, 1996; Arellano-Carbajal y Olmos-Sbto, 2002; Olmos-Soto y
Contreras-Flores, 2003). |

B. subtilis es una bacteria generalmente reconocida como segura (GRCS,
generally recognized as safe (GRAS)), por la Food and Drug Administration (FDA) de
los E.U.A.. Tiene ia capacidad de secretar directamente al medio grandes cantidades de
enzimas degradativas, entre las cuales se encuentra la subtilisina (Olmos er al., 1997).
En los ultimos afios, el desarrollo de sistemas de produccién de proteinas heterologas,
usando a B. szlblflis como microorganismo huésped, se ha éonvertido en uno de los mas
importantes (Olmos-Soto y Contreras-Flores, 2003). |

La produéci()n tipica de un enzima por Bacillus en procesos de fermentacion se
lleva a cabo en un periodo corto de tiempo, mediante el uso de fuentes de carbono y
nitrégeno de muy bajo costo. Estas caracteristicas han demostrado que especies de
Bacillus son buenos candidatos para producir niveles altos de enzimas a costos
competititvos (Ferrari ef al., 1993; Godfrey y West, 1996).

La identificacion de bacterias se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante el
aislamiento del microorganismo y el estudio de sué caracteristicas fenotipicas,
incluyendo la tincion de Gram, morfologia, requerimientos para su cultivo y reacciones
bioquimicas. No obstante, estos métodos de identificacién presentan notables
desventajas. Primero, no pueden ser empleadas en microorganismos no cultivables.
Segundo, ocasior_lalmente se encuentran organismos cuyas caracteristicas bioquimicas no

caen dentro de ningiin género o especie conocida. Tercero, la identificacion de



organismos de lénto crecimiento es dificil y extremadamente labAorioso (Woo et al.,
2003).

La comparacion de secuencias de genes de diferentes especies de bacterias ha
demostrado que el gen 16S rDNA se encuentra altamente conservado, tanto dentro de
una misma espécie como dentro de especies de un mismo género (Woo er al., 2003).
Ademas, se encuentra presente de manera universal en bacterias (Weisburg et al., 1991)
y presenta regionés variables especifica; para una misma especie (Drancourt ef al.,
2000). El gen 16S rDNA es el gen mas aceptado en la clasificacion e identificacion de
bacterias (Weisbﬁrg et al., 1991).

Hagstrém y colaboradores en el 2002, analizaron el grado de relacion DNA-
DNA contra la sjmilitud en el gen 16S para una gran cantidad de bacterias aisladas de
ambientes marinos y encontraron que una similitud en secuencia, en el gen 16S rDNA
>97%, es un nivel confiable para agrupar bacterias dentro de una misma especie

(Hagstrém et al., 2002).
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- JUSTIFICACION

La expansiéon rapida del cultivo de camarén y la acuicultura, aunado al
agotamiento de los recursos marinos empleados en la alimentacion de éste y otros
organismos, hacen necesario el desarrollo de fuentes alternas de alimento. Una de las
fuentes mas abundantes y econémicas y con un perfil nutritivo deseable, lo constituye la
harina de soya. Sin embargo, la harina de soya contiente algunos factores
antinutricionales, entre estos se encuentran los o-galactooligosacaridos, tales como la
rafinosa y estaquiosa. La o-galatosidasa es la enzima responsable de la degradacion de
este tipo de azucares, es por ello que el aislamiento de microorganismos capaces de
producir ésta enzima, ofrece oportunidades en el mejoramiento y optimizacion del
empleo de harina de soya en la alimentacion de camardn.

El género Bacillus destaca por ser empleado en la produccion de diversas
enzimas. La mayoria de las especies del género Bacillus no son patégenas para los
animales, dicha cualidad facilita su empleo en la alimentacion de otros organismos, por
ejemplo el camarén, sin poner en riesgo la salud humana.

El aislamiento de microorganismos pertenecientes al género Bacillus productores
de o-galactosidasas y la caracterizacion de estas enzimas, pueden ayudar a la resolucion
del problema de la alimentacion en el camardn, ademas de reducir los costos de

produccion.
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IV.- OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar molecularmente cepas de Bacillus productoras de o
galactosidasas, y determinar la cinética de produccién del enzima y las propiedades

fisicoquimicas de la enzima.

OBJETIVOS ESPECiFICOS
Identificar cepas del género Bacillus productoras de o-galactosidasa.
Identificar a nivel de especie a la cepa productora de o.-galactosidasa.
Caracterizar la curva de crecimiento de las;. cepa productora de la enzima.
Monitorear la cinética de produccién de la enzima durante el crecimiento.

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de la o-galactosidasa producida.



V.- METODOLOGIA

V.1. Caracterizacion e identificacion de las cepas.

Microorganismos

Las cepas se obtuvieron del cepario del Laboratorio de Microbiologia Molecular
del Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE (Cepas 2, 5, 6, 9a, 10b, 18, 21a,
23, 30, 31, 33, 35, 37 y 42), Escherichia coli DHSa y Bacillus subtilis BB80. Los
microorganismos estan preservados a —70 °C en tubos eppendorf de 1.5 mL con medio
Luria-Bertani (LB) y glicerol.

Condiciones de crecimiento

Los experimentos se llevaron a cabo en medio mineral (Martinez et al., 1997)
con modificaciones en la composicién de carbohidratos, utilizando agar para las cajas
petri y sin agar para cultivos en liquido. El medio mineral presenta la siguiente
composicién por litro: 4 g de (NH4)2804, 5.32 g de K,HPOy, 6.4 g de KH,PO4, 0.4 g de
MgSO4e7H,0, 5 mg de MnCl,, 40 mg de CaCly, y 30 mg de FeSO4e7H,0, 1 g de
glucosa y 2 g de melibiosa; el pH se ajusta a 7.0. Todos los cultivos en liquido se

llevaron a cabo por duplicado.

V.1.1. Biisqueda de cepas productoras de a-galactosidasa.
La seleccién se realizé a partir de cepas previamente aisladas por Contreras
(1997) y mantenidas en el laboratorio a —70 °C. Las cepas se reactivan en medio LB

sélido, posteriormente se transfirieren a medio mineral sélido suplementado con glucosa



y melibiosa (MMGM). Una vez crecidas en este medio, se transfiéren a otra placa con
las mismas condiciones més la adicion de 50 uL del sustrato especifico cualitativo o-X-
Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-o-D-galactopirandsido) de una solucion patron de 10
mg/mL. Las colonias que se seleccionaron degradaron el sustrato especifico y

presentaron coloracion azul (Overbeeke ef al., 1990).

V.1.2. Caracterizacion fenotipica
Se llevo a cabo una tincién de Gram con las cepas seléccionadas para determinar
si son Gram positivas y una tincién con verde de Malaquita, para conocer la forma de la

espora y determinar a que grupo pertenece dentro del género Bacillus (Priest, 1993).

V.1.3. Identificacién Molecular

Extraccion de DNA Cromosomal

Se aisl6 DNA cromosomal de las cepas seleccionadas empleando la técnica de
extraccién por fenol-cloroformo-alcohol isoamilico descrita en el Manual de Practicas
“Técnicas en Genética Molecular”, vease apéndice 1 (Olmos y Contreras, 1999).
Amplificacién por PCR del gen 16s tDNA

Se llevo acabo un PCR a partir del DNA cromosomal con oligos especificos para
el gen que codifica para el RNA ribosomal 16S (fig. 1). Las condiciones de reaccion

fueron las siguientes: 1 pL de DNA cromosomal (100ng/uL), 1 pL de Tag polimerasa

(1U/uL), 1 pL de oligo Delantero (200ng/puL), 1 pL de oligo Reverso (200ng/uL), 1 uLL



de dNTP’s (10mM), 5 uL de amortiguador, 3 uL de MgCl, y 37 uL de H,O destilada

estéril.

Bseql (Delantero)

5 3 17 pb
gagtttgatcctggete Tm=52°C

Bacillus (Reverso)

5’ 3 17 pb
cccagtttccaatgacc Tm=54°C

Figura. 1.- Oligonucledtidos especificos para amplificar el gen 16S rDNA (Arellano-Carbajal y Olmos-

Soto, 2002).

El programa de PCR empleado fue: un ciclo a 95°C por 6 min; 25 ciclos con tres
series de 1 min a 95°C, 1 min a 55°C y 2 min a 72°C y un ciclo a 72°C por 10 min
(Arellano-Carbajal y Olmos-Soto, 2002).

El producto de PCR fue posteriormente purificado por el método de fenol-
cloroformo (Sambrook ef al., 1989). Dicho producto fue resuspendido en agua destilada
estéril, se verific en un gel de agarosa al 1.2%, y se envi6 a secuenciar a San Diego

State University, Microchemical Core Facility (www.sci.sdsu.cdu/dnacore/sdsu

dnacore.htlm). El DNA debe estar puro a una concentracion minima de 0.1 pg/pL en un

volumen de 10 pL.
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V.1.4. Curvas de crecimiento y cinética de produccion de las a-galactosidasas.

Curva de crecimiento

Se estrié en medio mineral con glucosa y melibiosa (MMGM) una noche antes.
A la noche siguiente, se inoculé una colonia en 20 mL de MMGM liquido en un matraz
de 250 mL, se incubd toda la noche a 300 rpm a 37°C. En la mafiana siguiente, se
transfirieron 2 mL a otro matraz con las mismas condiciones y se incubd por 4hr,
Después se inocularon 2 mL en otro matraz bajo las mismas condiciones y se siguid la
curva de crecimiento cada hora leyendo la densidad optica a 600 nm y tomando ImL de
muestra. Las muestras se centrifugaron por 1 min a 1600 g con el fin de separar el
sobrenadante del paquete celular y se almacenaron a -20°C.

Determinacion de la actividad intracelular

Se resuspendio el paquete celular en 1 mL de agua destilada. Se tomaron 20 pL
de muestra y se agregaron 710 pL de solucién amortiguadora de fosfatos (Na;HPOy
0.06M, NaH,PO, 0.04M, KCI1 0.01M y MgSQO4 0.001M, a pH 7), se preparé un blanco
con 750 pL de amortiguador de fosfatos. Se agregaron 10 pL de lisozima (10 mg/mL)
y se incubd por 5 min a 37°C. Se adicionaron 10 pL de triton al 10%, se agregaron 100
pL de p-nitrofenil-oi-D-galactopiranésido (aPNPG)(4.5 mg/mL), se tomd el tiempo de
inicio de la reaccién, se incubé a 37°C por 15 min y se terminé la reaccion agregando
150 pL de Na,CO; 1.2 M. El p-nitrofenol liberado se determiné midiendo la absorbaricia

a 405 nm. Se midié la actividad enzimatica de la muestra y se cuantificé proteina por el
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método de Lowry utilizando albimina de suero bovino como control (Lowry ef al .,

1951).

Determinacion de la actividad extracelular

Se tomaron 20 pL de sobrenadante y se agregé 720 pL de solucién
amortiguadora de fosfatos, se preparé un blanco con 750 pL de solucién amortiguadora
de fosfatos. Se agregaron 100 pL de oPNPG (4.5 mg/mL) y se tomé el tiempo de inicio
de la reaccion. Se incub6 por 15 min a 37°C y se detuvo la reaccion adicionando 150 pL.
de Nay,CO; 1.2 M. El p-nitrofenol liberado se detenniné midiendo la absorbancia a 405
nm. Se midié la actividad enzimatica de la muestra y se cuantifico proteina por el
método de Lowry utilizando albimina de suero bovino como control (Lowry ef al .,

1951).
El coeficiente de extincion molar () para el p-nitrofenol para estas condiciones
fue de 18500 L mol™ cm™ (Arellano, 1999).

Férmula para determinar actividad especifica (AE):

AE = Unidades de a-galactosidasa (U) = Abs405 x 0.001 L x factor de dilucién

mg & x Alicuota mL x 15 min x mg proteina

Determinacion del pH éptimo

Con la finalidad de evaluar la aplicabilidad de la enzima a los cultivos de

camarén, se determiné efecto del pH sobre ésta, empleando tres tipos de soluciones.



Para el pH 5 se utilizé amortiguador de acetato de sodio 100 mM, para pH 7 se utilizo
amortiguador de fosfato de sodio 100 mM y se empled amortiguador de Tris 100 mM
para pH 9. Las condiciones del ensayo fueron las mismas que para el ensayo enzimatico
descrito en la pagina 17 (ensayo enzimatico estandar).

Determinacion de la temperatura dptima

Se llevo a cabo un ensayo enzimatico estandar (amortiguador de fosfatos 100
mM, pH 7) a 28, 37, 40 y 45 grados centigrados, para determinar en cual de estas
temperaturas se registra la mayor actividad especifica, y asi evaluar su empleo en el
cultivo del camarén.

Determinacion del tiempo 6ptimo de reaccidon

Empleando distintos tiempos de incubacion (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 y 15 minutos)
y por medio de un ensayo enzimatico estandar se determind el tiempo 6ptimo de
reaccion, es decir el intervalo en el cual la enzima degrada proporcionalmente la mayor
cantidad de sustrato con respecto al tiempo.

Determinacién de la estabilidad de la enzima a través del tiempo

Para determinar la estabilidad del enzima con respecto al tiempo, se incubé la
muestra sin sustrato durante cuatro horas a 37°C. Después de cada hora se¢ tomd una
muestra, se agrego el sustrato y se midié la actividad enzimatica. Las condiciones de
reaccion fueron las mismas que para la cinética enzimatica.

Determinacion de parametros cinéticos de la o-galactosidasa

Para determinar la actividad enzimatica de la a-galactosidasa se realizd un

ensayo enzimatico estandar (pH 7 y 37°C) en el tiempo dptimo de reaccion y a distintas
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concentraciones de sustrato. A partir de los datos generados se realizé una grafica de
Michaelis-Menten utilizando el programa PRIZM version 1996 donde se determiné la

Velocidad Maxima (Vmax) y la constante Michaelis-Menten (Km) del enzima.



VI.- RESULTADOS
VI.1. Caracterizacion e identificécién de las cepas.
VIL1.1. Blisqueda de cepas productoras de o-Galactosidasas.

En las cepas reactivadas se llevo a cabo un sondeo con la finalidad de evaluar las
cepas con caracteristicas afines al propdsito del trabajo, la siguiente tabla muestra
algunas caracteristicas de las cepas analizadas. |

Tabla I.- Comportamiento de las cepas en diferentes medios. Luria-Bertani (LB), medio mineral (MM),

glucosa (G), melibiosa (M) y rafinosa (R).

Cepas LB MMGM MMGR a-X-Gal Halo en
_ MMGM
2 P +++ +++ ++ -
5 +4- ++ ++ - - -
6 +++ + 4 ' - _ -
9 +++ ++ 4+ .+ '+
10b s ++ +++ + -
18 +++ + + - -
21" s - - - -
23 +++ + + - -
31 444 +++ +++ 4+ +++
33 +H +++ ++F . A+
35 +44+ - - | - -
37 +++ +++ ++ - -
42 ++ + + + +
50 +4+ ++ ++ - -

Se selecciond a las cepas 2, 9%, 10b, 31, 33 y 42, debido a que fueron capaces de
degradar el sustrato X-o-Gal, ademas de crecer en medio mineral con glucosa y

melibiosa 6 rafinosa.
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VI.1.2. Caracterizacién fenotipica.

Todas las cepas resultaron ser Gra_rﬁ positivas, en base a la forma de la espora las
cepas 2, 9a, 10b, 33 y 42 se incluyerdn dentro del grupo IV del género Bacillus por
presentar una espora de forma esférica. La cepa 31 se incluy6 dentro del grupo II del
género Bacillus por presentar una esporé de forma elipsoidal.

Tabla II. Caracteristicas y agrupacion de las cepas en base a la morfologfa de la espora.

Cepa Distension Posicion Forma Grupo
2 No Central Esférica v
9* No Central | Esférica v
10b No Central Esférica v
31 No Lateral Elipsoidal 11
33 No | Céntral ‘Esférica v
42 No “Central Esférica 1AY

VIL.1.3. Identificacion filogenética de las cepas.
Se amplifico un fragmento del gen 16S rDNA de las cepas 2, 9a, 10b, 31, 33 y
42, el cual fue verificado en un gel de agarosa al 1.2% donde mostrd un comportamiento

migratorio correspondiente al esperado (650 pb) para especies del género Bacillus

(fig.2).
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2000 pb

1500 pb

Figura 2.- Electroforesis de los productos de PCR del gen 16S rDNA. Carril 1 marcador de peso
molecular; carriles 2, 3 y 4, producto de PCR de las cepas 2, 10b y 31; carril 5 producto de PCR de

Escherichia coli DH5a, y carril 6 producto de PCR de Bacillus subtilis BB8O.

Una vez comprobado que las cepas pertenecian al género Bacillus, se selecciond
a la cepa 31 para secuenciar debido a sus caracteristicas. Se llevo a cabo un alineamiento
y se generé un arbol filogenético, empleando el programa MegAlign del paquete
software DNAStar. Para el andilsis filogenético se utilizaron las primeras 650 pb del gen

16S rDNA de 60 especies especies del género Bacillus y de especies emparentadas

22



filogenéticamente al género. Las 60 secuencias fueron obtenidas del GenBank

(http://www.ncbi.nhi.nlm.gov/). También se llevd a cabo una matriz de distancia por el

método “Neighbor” del programa Phylip version 3.5c, el cual reveld un mayor grado de
parentesco de la cepa 31 con la especie Bacillus megaterium con un 97.9% de similitud

y un 2.1% de discrepancia (http:/rdp.cme.msu.edw/html/) (Fig.3), concluyendose que la

cepa 31 es Bacillus megaterium.

VI1.2. Caracterizacion de la a-galactosidasa.
VI.2.1. Curva de crecimiento y cinética de produccién de la o-galactosidasa.

Se realizaron curvas en medio mineral con glucosa (0.1%) y melibiosa (0.2%) de
las cepas 2, 9a, 10b y 31. Se seleccioné a la cepa 31 para monitorear la produccion de la

o-galactosidasa, debido a que fue la cepa que presenté mayor crecimiento (fig. 4).

O ~-—=TO QABA-8300

coa o

Cepa 2 Cepa 9a Cepa 10b Cepa 31

Figura 4.- Comparaci6n del crecimiento promedio de las cuatro cepas en MMGM.
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CEPAS1.SEQ
BMEGAT.SEQ
BBENZO.SEQ
BMACRO.SEQ
BSIMPLEX.SEQ
BBARBAR.SEQ
BFUNICUL.SEQ
BCOHNLSEQ
BFUMAR.SEQ
BNIACINIL.SEQ
SPORAQUA.SEQ
SPORPAST.SEQ
SPORGLOB.SEQ

—
e
Il I BINSOLIT.SEQ
BENDOPHY.SEQ
E MMARINU.SEQ
BFIRMUS.SEQ

BSPHAER SEQ
BATROFEU.SEQ
BSUBTIL.SEQ
PPOPILE.SEQ
BMARIFLA SEQ
BHALOD.SEQ
BAGAR.SEQ
BCLARKIL.SEQ
BVULCANI.SEQ
BDECOLOR SEQ
BANTHRAS.SEQ
BCEREUS.SEQ
BMYCOID.SEQ
BPSEUMYC.SEQ
BTHURING.SEQ
BAZOTOF.SEQ
BCIRCULASEQ
BTERAMYL.SEQ
BCOAGUL.SEQ
BBADIUS SEQ
BREVBORS.SEQ
| I{: BREVBREV.SEQ
L BLATEROSEQ
BCHITINO.SEQ
PAMYLO.SEQ
PMACQUI.SEQ
— PDURRUS.SEQ
PMACERAN.SEQ
BMUCILA.SEQ
—— PLARVAE.SEQ
CBOTULL.SEQ

LCASEIL.SEQ
__—: AACIDT.SEQ
ACYLACID.SEQ
—l BSCHLEGE.SEQ

BTUSCIE.SEQ
BMQUAVE.SEQ

[————— BCLAUSILSEQ
L BLICHENL.SEQ

BFLEXUS.SEQ
PAENPOLY.SEQ
| VIRPANTO.SEQ

T T T T T T 1

31.2

30 25 20 15 10 5

o

Figura 3.- Arbol filogenético producto del alineamiento con especies emparentadas filogenéticamente a

Bacillus sp. cepa 31.
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La evaluacién de las muestras para determinar la naturaleza intra o extracelular
de la enzima mostré que la o-galactosidasa es principalmente intracelular. La mayor
produccién de la enzima, con una actividad especifica de 237 U/mg de proteinas, se
registré a las 10 horas lo cual coincidi6 con la mayor densidad 6ptica alcanzada por la

bacteria (fig. 5).

——AE 14

260
=dr—D.0. 2600 nm

g

g

D.O. a 600 nm

8

Actividad alfa-galactosidasa (nmol/min/mg)
g

T T - v -
4 L] 8 10 12 14 10

Tiempo en Horas

Figura 5.- Curva de crecimiento y cinética de produccion promedio de la a-galactosidasa de la cepa 31.

V1.2.2. Determinacién del pH dptimo.
La o-galactosidasa de Bacillus sp. cepa 31 registré la mayor actividad a pH 7, a

pH 5 se registré un 25% de actividad, mientras que a pH 9 presentd el 43% de actividad

(fig. 6).
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Figura 6.- Efecto del pH sobre la actividad de la enzima a—galactosidas'a.

VI.2.3. Determinacion de la temperatura Optima.

La enzima presentd mayor actividad a 37 °C, mientras que a los 28, 40 y 45, se

registro el 68, 84 y 77% de actividad, respectivamente (fig. 7).

SIS
R

Actividad relativa (%)

Temperatura (°C)

Figura 7.- Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima a-galactosidasa.
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VI.2.4. Determinacion del tiempo optimo de reaccion.
En los primeros 2.5 minutos de incubacion la a-galactosidasa  degrado

proporcionalmehte la mayor cantidad de sustrato (fig. 8).

800 1

@ ~
8 8

o
8

2 8

Actividad alfa-galactosidasa (nmol/min/mg)
] g

0 2 4 8 8 10 . 12 14 16

Tlempo en minutos

Figura 8.- Determinacion del tiempo 6ptimo de incubacion para la a-galactosidasa producida por Bacillus

sp. cepa 31.

V1.2.5. Determinacion de la estabilidad de la enzima a través del tiempo.
La actividad de la enzima disminuy6 conforme aumentd el tiempo de incubacion,
conservando el 98% de la actividad inicial a la primer hora de incubacion, mientras que

presentd 86% de esta a las cuatro horas de incubacion (fig. 9).
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Figura 9.- Estabilidad de la a-galactosidasa a través del tiempo.

VI.2.6. Determinacion de los parametros cinéticos de la a-galactosidasa.
La a-galactosidasa producida por Bacillus spp. cepa 31 obtuvo una Km de

0.34 mM y una Vmax de 1304 nmol/min/mg (fig. 9).
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Figura 10.- Cinética de la a-galactosidasa intracelular de Bacillus sp. cepa 31. Velocidad de reaccion (V) y

concentracion de sustrato [S].
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VII.- DISCUSIONES
VIL1. Caracterizacion e identificacion de las cepas.
VIL1.1. Busqueda de cepas productoras de a-Galactosidasas.

No obstante de que a la fecha existen pocos casos reportados de a-galactosidasas
producidas por especies de Bacillus, el presente estudio comprueba que el género es
capaz de producir a-galactosidasas mesofilas, ademas de las a-éalactosidasas termofilas.
Respecto al origen inarino de las cepas, tanto Bacillus subtilis como B. megaterium, han
sido aislados a partir de habitats marinos, lo que sugiere un hecho comun el aislamiento
de cepas de estas especies a partir de habitats marinos (Vary,. 1992; Priest, 1993; Vary,
1994). Sin embargo, un origen terrestre no puede ser descarltado, ya que se trata de cepas
aisladas en zonas costeras, por lo cual éstas estan en estrecha relacién con el habitat

terrestre.

VIL 1.2. Caracterizacion fenotipica.

Respecto a las caracteristicas celulares todas las cepas resultaron ser Gram
positivas. De éstas cepas cinco se incluyeron dentro del grupo 1V, mientras que la cepa
31 se agrupd enAel II, cabe mencionar que esta cepa destacd por ser de mayores
dimensiones en relacion a las cepas analizﬁdas, este atributo favorece su asignacion a
este grupo ya que dentro de éste, se encuentra la especie Bacillus megaterium, especie

que destaca por su gran tamafio.
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VII.1.3. Identificacion filogenética de las cepas.

El alineamiento de la secﬁencia parcial dél gene 16S rDNA de Bacillus sp. cepa
31 present6 el mayor grado de homologia con B. megaterium, la cual se asigna dentro
del grupo II del género Bacillus. Lo anterior sugiere que Bacillus sp. cepa 31 es una cepa

de Bacillus megaterium.

VIL.2. Caracterizacién de la a-galactosidasa.
VIL.2.1. Curva de crecimiento y cinética de produccion de la o-galactosidasa.

Bacillus sp. cepa 31, presentd una fase lag de 4 horas, esto posiblemente se debio
a un periodo de induccidn y sintesis enzimatica. En la fasg exponencial, se observo que
el incremento en la actividad de la enzima aumenté conforme a la densidad 6ptica. La
maxima densidad Optica se registré a las 10 horas, tiempo en el que también se registro
la maxima actividad enzimatica, la cual estd asociada al crecimiento celular., Un
comportamiento similar, en lo que respecta a la produccion de la a-galactosidasa
producida por Bacillus sp. JF,, fue re_:portado por Li y colaboradores en 1997. A
diferencia de estas dos especies, la o-galactosidasa extracelular producida por Bacillus
stearothermophilus NCIM 5146 encuentra su maxima actividad hasta las 16 horas, lo
que sucede 4 horas después de alcanzada la maxima densidad optica (Gote ef al., 2003).
Similarmente la a-galactosidasa extracelular producida por la cepa de Bacillus
stearothermophilus descrita por Delente y colaboradores (1974), presenta la maxima
actividad a las 14 horas de fermentacién, mientras que la mayor densidad optica se

registr6 a las 10 horas. Aunque la produccién de a-galactosidasa aparenta ser
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constitutiva, el fendmeno de induccién de la enzima no puede descartarse, ya que la
induccion tanto por melibiosa como por rafinosa ha sidp demostrada por diversos
autores. La sintesis constitituva ha sido mencionada para las dos a-galactosidasas
intracelulares producidas por Bacillus slearotheﬁnophilus AT-7 (Pederson y Goodman,
1980). Por otro lado, la actividad en el sobrenadante fue muy baja, en el mismo trabajo
Li y colaboradores (1997) encontraron que la o-galactosidasa estaba asociada
principalmente a la célula y reportan que ﬁnicamente un 25% de la actividad es
extracelular.

La densidad optica alcanzada por Bacillus sp. cepa 31 (D.O.¢00 = 11.3), fue
marcadamente sﬁpérior a la densidad optica alcanzada por ‘las otras cepas estudiadas en
este trabajo, como. se muestra en la figura 4; también fue mayor a la densidad optica
reportada por Gote y colaboradores (2003) para Bacillus stéarothermophilus NCIM
5146 y la reportada porb Garro y colaboradores (1996) para Lactobacillus fermentum
(densidad optica de 2.1 y 0.95, respectivamente). |

La actividad especifica de la o-galactosidasa producida por Bacillus sp. cepa 31
(237 U/mL), fue considerablemente mayor a la feportada en la literatura para otras o-
galactosidasas [0.14 U/mg en Bacillus stearothermophilus AT-7 (Pederson y Goodman,
1980); 2.3 U/mg en Bacillus stearothermophilus ATCC 266 (Talbot y Sygusch, 1990);
0.5 U/mL en Bacillus sp. JF; (Li et al, 1997) y 1.08 U/mL en Bacillus

stearothermophilus NCIM 5146 (Gote et al., 2003)].
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VII.2.2. Determinacion del pH éptimo.

Tanto el pH éptimo, como su efecto en la actividad de la o-galactosidasa fue
similar al encontrado para otras especies de Bacillus (Pederson y Goodman, 1980;
Talbot y Sygusch, 1990; Li ef al., 1997; Fridjonsson et al. 1999; Gote et al. 2003). Cabe
mencionar, que el rango de pH del enzima es adecuado para evaluar los fines de la

aplicacién de esta al cultivo de camarén.

VIIL.2.3. Determinacion de la temperatura 6ptima.

La a-galactosidasa present6é una temperatura épti‘ma dentro del rango comtn para
las o-galactosidasas en general (Delente et al., 1974; Pederson y Goodman, 1980;
Gherardini ef al., 1985; Li et al., 1997; Wong, 1990; Talbot y Sygusch, 1990; Overbeeke
et al., 1990; Duffaud et al., 1997; Kamaly, 1997; King et al., 1998; Manzanares et al.,
1998; Fridjonsson et al., 1999; Ishiguro ef al., 2001; Silvestroni et al., 2002; Shabalin et
al., 2002; Gote et al., 2003). No obstante, de que la mayor cantidad de o-galactosidasas
estudiadas para este género son termofilicas (Pederson y Goodman, 1980; Talbot y
Sygusch, 1990; Li ef al., 1997; Fridjonsson et al. 1999; Gote et al. 2003), y a diferencia
de estas enzimas, la temperatura 6ptima de la o-galactosidasa producida por Bacillus sp.
cepa 31, ofrece la oportunidad de aplicar la enzima o la cepa como tal, directamente en
el estanque de cultivo, ya que el enzima es funcional a la temperatura tipica de

crecimiento del camaron.
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VII.2.4. Determinacion del tiempo 6ptimo de reaccion.
En base al analisis del tiempo Optimo de reaccién se observd que la
o-galactosidasa presenta menor actividad conforme el tiempo de incubacion aumenta,

esto posiblemente se deba a alglin tipo de inhibicion.

VIL.2.5. Determinacion de la estabilidad de la enzima a través del tiempo.
Ya que la enzima presentd hasta un 86% de su actividad inicial después de cuatro
horas, su aplicacién a los cultivos de camardn puede ser periodica. La pérdida de

actividad posiblemente se deba a la inactivacion térmica o por oxidacion de la enzima.

VIL.2.6. Determinacion de los parametros cinéticos de la a-galactosidasa.

La o-galactosidasa producida por Bacillus sp. cepa 31 presentd una Km
(0.34 mM) comparable a la encontrada para la a-galactosidaéa (0.25 mM) producida por
Bacillus stearothermophilus ATCC 266, Sin embargo, fue menor a la encontrada para
las o-galactosidasa 1 (0.47 mM) y la o-galactosidasa II (0.53 mM) producidas por
Bacillus stearothermophilus AT7, y para la a-galactosidasa (0.625 mM) producida por
Bacillus stearothermophilus NCIM 5146 (Pederson y Goodman, 1980; Talbot y

Sygusch, 1990; Gote ef al., 2003).
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VIII.- CONCLUSIONES

-En base a la secuencia del gen 16S rDNA, Bacillus sp. cepa 31 es probablemente

Bacillus megaterium.
-La a-galactosidasa producida por Bacillus sp. cepa 31 es primordialmente intracelular,
es sintetizada desde el inicio del crecimiento y alcanza su mayor actividad a las 10

horas, tiempo en el que también el cultivo alcanza la mayor densidad optica.

-Bacillus sp. cepa 31 produce por lo menos una o-galactosidasa neutra cuya maxima

actividad se registra a los 37°C.

-La o-galactosidasa producida por Bacillus sp. cepa 31 puede degradar los azlcares

melibiosa y rafinosa a 37°C.
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IX.- PERSPECTIVAS

-Purificar la o-galactosidasa y caracterizar sus especificidades de sustrato e inhibicion.
-Determinar la actividad transferasa de la a-galactosidasa.

-Clonar el gen que codifica para la o-galactosidasa.

-Llevar a cabo una mutagénesis generalizada y, una vez aislado el gen, realizar

mutaciones sitio especificas, con el fin de mejorar las propiedades de la a-galactosidasa.

-Realizar cultivos a mayor escala de Bacillus sp. cepa 31 y emplearlos en la realizacion

de ensayos para la alimentacién de camarén a partir de harina de soya.

-Analizar el efecto inmunoestimulador ejercido por Bacillus sp. cepa 31 en el camaron.
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XIL.-

ANEXOS

Anexo 1. Purificacion de DNA cromosomal de bacterias.

L

Inocular 4 mL de medio Luria (LB) con la cepa de interés. Crecer en condiciones
apropiadas para esa cepa (i.e. antibidtico, temperatura, agitacion, etc.), hasta que
el cultivo llegue a fase estacionaria. Esto puede llevarse desde varias horas, hasta
varios dias, dependiendo de la velocidad de crecimiento de las células.
Centrifugar 1.5 mL del cultivo en una microcentrifuga a 12,000 r.p.m. durante 2
min o hasta que se forme un pellet compacto. Eliminar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 567 uL de buffer TE. Agregar SuL de lisozima e
incubar a 37 °C, a los 10 min agregar 10 pL de RNaga pancreatica (10 mg/mL), e
incubar por 20 min. Adicionar 30 pL de SDS al 10% y 3puL de proteinasa K (20
mg/mL). Incubar 1 ha 37°C.

Adicionar 100 pL de NaCl 5 M y mezclar.

Agragar 80 pL de una solucion de CTAB al 10% en NaCl 0.7 M. Mezclar e
incubar 10 min a 65 °C (tapar bien los tubos con papel parafilm y tapa de
seguridad).

Agregar 0.7 mL de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), agitar y centrifugar 5
min.

Transferir el sobrenadante acuosoviscoso a un tubo nuevo de 1.5 mL para
microcentrifuga, dejando atras la interfase (si es muy gruesa la interfase, repetir
el paso 6). Agregar un volimen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico,

agitar y centrifugar 5 min.
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8. Transferir el sobrenadante (600 uL) a un tubo nuevo. Agregar 0.6 volimenes de
isopropanol (360 pl) para precipitar los acidos nucleicos. Agitar el tubo y
centrifugar 10 min. Decantar el sobrenadante con cuidado, pegando el tubo a la
pared de un vaso de precipitado.

9. Lavar con 1 mL de etanol al 70%. Centrifugar 5 min y decantar el sobrenadante
suavemente. Secar en el VacufugeTM, 10 min, en fase alcohol, temperatura 30 °C.

10. Disolver el pellet en 10 pL de buffer TE. Guardar a -20 °C. Verficar e gel de

agarosa al 1.2% utilizando 5 pL de DNA resuspendido. Si se presenta un exceso

de RNA, adicionarle nuevamente RNasa e incubar a 37 °C por 20 min.
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Anexo 2. Datos empleados en la elaboracion de los graficos.

Comparacion de la densidad optica entre las cepas estudiadas.

Numero de cepa 2 9a 10b 31
Densidad 6ptica 1.564555 1.82025 0.96405 9.9763
promedio
Error estdandar +0.034012 +0.036416 + 0.096803 = 0.1056642
Curva de crecimiento y cinética de la o-galactosidasa.
Tiempo 2 4 6 8 10 12 14
(horas)
Actividad 41.0 51.4 131.8 203.1 249.0 155.4 222.0
enziméatica
promedio
Error +14.1 +11.4 +2.9 +7.1 +42.9 +20.5 +13.9
estandar
Densidad 0.27069 0.755653 | 3.370925 | 7.13345 | 11.27548 | 9.62365 | 8.802825
Optica
promedio
Error * + - * - - * +
estandar | 0.011328 | 0.004522 | 0.193853 | 0.986202 | 0.614641 | 1.630659 | 0.946074
Efecto de la temperatura sobre la o-galactosidasa.

Temperatura 28 37 40 45
Actividad 826.4 1206.9 1013.3 929.6
enzimatica
promedio

Error estdndar + L5 +4.9 +73.5 +8.6
Efecto del pH sobre la a-galactosidasa.

Ph 4 5 7 9
Actividad 319.3 296.0 1179.2 508.2
enzimatica
promedio

Error estandar +28.8 +47.5 + 48.0 +28.3
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Tiempo Optimo de incubacion.

Tiempo
(minutos)

2.5

7.5

10

12.5

—
Lo

Actividad
enzimatica
promedio

748.1

479.4

458.8

444.0

388.1

3203

Error
estandar

+58.4

+20.7

+20.5

+19.5

Estabilidad de la enzima a través del tiempo.

Tiempo
(minutos)

2.5

60

120

180

240

Actividad
enzimatica
promedio

7571

740.3

688.9

693.4

651.7

Error estandar

+15.0

+93.2

+4.9

Cinética enzimatica

Concentracion
del aPNPG

100

250

500

1000

2000

Actividad
enzimatica
pronmedio

290.0

711.0

9006.7

983.0

1106.2

13724

Error estandar

+ 52.8

+31.9

+17.8

+32.0

AR




