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Resumen

Cellulomonas produce una amplia variedad de glucanasas, entre estas las celulasas y hemicelulasas son las més sobresalientes
por sus aplicaciones industriales. Sin embargo, ha mostrado la capacidad de crecer en sustratos diferentes a los derivados de
residuos lignocelulésicos. C. flavigena crecié lactosa, sacarosa y raftilosa. En lactosa y sacarosa la produccién de células
fue de aproximadamente 2 mg/mL y en raftilosa solo alcanz6é 1 mg/mL. Se determind la actividad hidrolitica en los extractos
intracelulares y extracelulares correspondientes a las actividades de 3-galactosidasa y S-fructofuranosidasa. La mayor actividad
hidrolitica se encontrd en los extractos intracelulares cuando se utilizo raftilosa como sustrato y disminuyé significativamente
al utilizar lactosa. Los perfiles de proteinas de los distintos extractos intracelulares presentan gran cantidad de bandas en los
distintos sustratos utilizados como fuente de carbono. Probablemente en cada de las fuentes estudiadas, la sintesis de enzimas
intracelulares no esté regulada y se exprese todo el potencial de esta bacteria. Ademads se identificé la presencia del gen de la
B-galactosidasa

Palabras clave: Cellulomonas flavigena, $-galactosidasa, S-fructofuranosidasa, bifuncionalidad.

Abstract
The genus Cellulomonas is a cellulose degrading bacteria which produce a wide variety of glucanases, mainly cellulases and

hemicellulases with industrial applications. C. flavigena has the ability to grow on carbon sources that are not derived from
lignocellulosic wastes such as lactose, sucrose and raftilose. In this study, when C. flavigena was cultured on lactose and sucrose,
the cell production was approximately 2 mg/mL, and when was cultured on raftilose, it reached 1 mg/mL. The hydrolytic activity
of (-galactosidase and S-fructofuranosidase enzymes were tested in the intra and extra cellular fractions where the highest
activity was found in the intracellular fraction using raftilose as substrate, nevertheless using lactose as substrate the activity was
significantly low. The protein profiles of the intracellular extracts presented great quantity of bands in the different substrates
used as carbon sources of carbon. Probably the synthesis of intracellular enzymes is not regulated and the cell expresses its whole
potential. In addition the presence of the gene 3-galactosidase was identified.

Keywords: Cellulomonas flavigena, $-galactosidase, S-fructofuranosidase, bifunctionality.

1 Introduccion lo que implica la produccién de una gran diversidad
de enzimas que hidrolizan el almidén, hemicelulosa y
Cellulomonas tiene la capacidad de degradar los celulosa.

hidratos de carbono presentes en residuos agricolas,
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Las celulasas y hemicelulasas son las mds reportadas
ya que estas tienen varias aplicaciones industriales
(Rajoka y Malik, 1999; Pérez-Avalos y Ponce-Noyola,
2002). Chaudhary y col. (1997) reportaron que
algunas de estas enzimas son multifuncionales y
poseen una estructura de multidominio, lo cual le
confiere a la bacteria una adaptaciéon muy versatil al
medio ambiente. La multiplicidad de las actividades
enzimdticas es el resultado de tres factores: la
existencia de multigenes de la familia de las celulasas,
glicosilacién de los productos de genes de celulasa
y la escision de los productos de genes de celulasa
producida por protedlisis del huésped (Wong y col.,
1988).

Estudios previos han demostrado que C.
flavigena produce una mayor cantidad de enzimas
celuloliticas y xilanoliticas al crecer en un medio
con bagazo de cafia como unica fuente de carbono;
ademds, sus actividades enzimadticas son mayores
en sustratos complejos, en contraste cuando crece
en fuentes de carbono facilmente metabolizables
como glucosa, glicerol y xilosa entre otras, donde
estas actividades se ven reprimidas.  Belmares-
Cerda y col. (2003) reportaron mayor actividad
de tanasa extracelular cuando en Aspergillus niger
crecié en sustratos complejos. Las enzimas con
actividad de glicosilhidrolasas (GHs) son reguladas
por mecanismos de induccidn/represion (Pérez-
Avalos y col., 1996; Montes y col., 1998; Ponce-
Noyola y de la Torre, 2001; Mayorga-Reyes y col.,
2002; Gutiérrez-Nava y col., 2003; Sanchez-Herrera
y col., 2007; Mejia-Castillo y col., 2008; Amaya-
Delgado y col., 2010). La adicién de AMP ciclico
exdgeno mostré una regulacion positiva en la sintesis
de celobiohidrolasa de C. flavigena al crecer en bagazo
de cafia (Herrera y col., 2009).

Otras actividades enzimaticas que han sido
reportadas en Cellulomonas son celobiosa-fosforilasa,
B-glucosidasa y aril-3-D-glucosidasa (Schmiz y
col., 1983). En Cellulomonas fimi se presentaron
2 pB-glucosidasas, sin embargo la enzima que
se producia constitutivamente podia hidrolizar P-
Nitrofenilglucésido (PNPG) pero no celobiosa,
mientras que la otra puede hidrolizar tanto PNPG
como celobiosa (Wakarchuk y col., 1984). No
existen reportes en la literatura sobre las actividades
de glicosil transferasas (GTs) en C. flavigena. Las
GTs intervienen en la transferencia regioespecifica
y estereoespecifica de varios azicares donadores a
una variedad de importantes biomoléculas incluyendo
los glicanos, lipidos, péptidos y pequefias moléculas
(Chang y col., 2011). Entre las enzimas que pueden

presentar actividad GH y GT se encuentran las f3-
galactosidasas y las gB-fructofuranosidasas (Roy y
col., 2002). En un estudio previo, se observd que
C. flavigena tiene un buen crecimiento en medios con
lactosa y raftilosa como tnicas fuentes de carbono,
estos no son sustratos usuales para este microrganismo
puesto que no son polimeros de reserva de las plantas,
sin embargo tienen en comtn el tipo de enlace (-
1,4 (Solis-Badillo, 2009). El objetivo del proyecto
fue inducir la actividad de p-galactosidasa y fS-
fructofuranosidasa en Cellulomonas flavigena cuando
se crece en diferentes fuentes de carbono y su posible
bifuncionalidad de glicosil transferasas.

2 Materiales y métodos

2.1 Microrganismo 'y condiciones de

cultivo

C. flavigena CDBB-531 conservada a -20°C en medio
BHI (Bioxon) con glicerol al 10%, fue activada en 30
mL de medio BHI, durante 24 h a 37°C y 180 rpm.
Este cultivo se centrifugé a 6000 X g durante 10 min,
el paquete celular se lavé con solucion salina isoténica
(SSD) y se centrifugd en las mismas condiciones. Las
células se resuspendieron en 30 mL de medio mineral,
cuya composicion en g/L es: NaNO3 1.0, K;HPO4 1.0
y MgSO4 0.05, con extracto de levadura 1.0 y fuente
de carbono 1.0. El pH se ajusté a 7.0.

2.2 Cinética de crecimiento

Se prepararon 50 mL de medio con las diferentes
fuentes de carbono: glucosa (Merck), raftilosa
(Megafarma), lactosa (Merck), sacarosa (J.T. Baker)
o fructosa (Merck) y se incubaron toda la noche con
las condiciones antes mencionadas. Con estas células
de inocularon 100 mL de medio fresco a una densidad
optica de 0.15 a una longitud de onda de 660 nm. Se
tomaron 2 mL de muestra, se centrifugaron a 9,000
x g durante 4 min, las células se utilizaron para medir
crecimiento. Las muestras se tomaron cada 2 h durante
las primeras 12 h y posteriormente cada 4 h hasta
alcanzar la fase estacionaria. Los experimentos se
realizaron por triplicado.

2.3 Determinacion de biomasa

Las células se resuspendieron en 2 mL de agua
destilada, la densidad Optica se midi6 en un
espectrofotometro Cary 50 Conc (Varian) a una
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longitud de onda de 660 nm. La cantidad de biomasa,
se determind a partir de una curva estandar de densidad
Optica vs peso seco realizada previamente. La tasa
especifica de crecimiento (1 h™!) fue estimada durante
la fase de crecimiento exponencial por regresion lineal
del In X/XO0 (peso seco biomasa celular) vs tiempo
(Gonzélez y col., 2004).

2.4 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteina en los extractos
enzimdticos intracelulares y extracelulares se
determind con el reactivo Protein Assay (Bio-Rad)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Se realiz
una curva estdndar con albumina de suero bovino
(Merck) cuyas concentraciones fueron de 1.2 a 10

pg/mL.

2.5 Obtencion de extractos enzimdticos

Una vez conocida la curva de crecimiento en cada
sustrato, se realizaron nuevamente cultivos para
recuperar las muestras en la fase exponencial. Estas
fueron centrifugadas a 4,000 x g porl0 min para
separar sobrenadante y paquete celular.

2.6 Extractos extracelulares

Las proteinas del sobrenadante fueron concentradas a
2 mL utilizando unidades de filtracién Ultra-15 con
membranas de 30 kDa (Millipore), el concentrado de 2
mL fue almacenado a -20°C para su posterior analisis.

2.7 Extractos intracelulares

Los paquetes celulares obtenidos de cada cultivo, se
lavaron con SSI, se resupendieron en 5 mL de agua
inyectable y se tomé una alicuota de 1 mL (a una
D.O. de aproximadamente 1), a esto se les agregaron
aproximadamente 100 mg de perlas de vidrio de 0.5
mm y se colocaron en un disruptor (Genie Scientific
Industries) durante 3 min, a continuacidn se colocaron
2 min en hielo; se realizaron 4 ciclos. Las células
lisadas se centrifugaron a 9 000 X g durante 20 min,
el sobrenadante se recuperd y se almacend a -20 °C.

2.8 Actividades hidroliticas

Los sustratos para medir la actividad fueron lactosa pH
7 y raftilosa pH 5.5, ambas al 2% en amortiguador de
fosfatos 0.2 M. Para cada ensayo se mezclaron 25 uL
de sustrato con 10 L. de muestra, se incubaron a 50°C

durante 20 min. Posteriormente, se agregaron 965 uL
de agua y 1 ml de reactivo dcido 3,5-dinitrosalicilico
(Sigma) (Miller, 1959). Las muestras se hirvieron
durante 5 min, se dejaron enfriar y se llevaron a un
volumen de 5 mL, a continuacién se leyeron a 550
nm. Se hicieron blancos para el extracto enzimético
y el sustrato. Las actividades hidroliticas en los
extractos enzimdticos (intracelulares y extracelulares)
se hicieron por triplicado. Una unidad de actividad
enzimatica se definié como la cantidad de proteina
cruda necesaria para liberar un mmol de azdcares
reductores por minuto.

2.9 Actividad de glicosiltransferasa

Para determinar la actividad de transferasa se hicieron
soluciones de lactosa y sacarosa al 30% en regulador
de fosfatos 0.2 M, pH 7.0 para lactosa y pH 5.5 para
sacarosa. Se tomaron 250 uL de extracto (intracelular
o extracelular) y se colocaron con 250 uL de la
solucién concentrada a una temperatura de 50°C.
Posteriormente, se tomaron muestras de 50 uL a las
0, 3, 6, 10 y 24 h. De estas muestras se tomd 1
uL, y se hizo una dilucién 1:10, de aqui se tomaron
2 uL y estas se colocaron en placas de aluminio con
silica gel 60F254 (Merck), se eluyeron 2 veces con
una mezcla de solventes (butanol, 2-propanol, agua
3:12:4). Posteriormente, se revelaron con una solucién
de anisaldehido a 100 ° C por 2 min.

2.10 Electroforesis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE)

Se realiz6 una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes con un gel concentrador al 5 % vy
el gel separador al 12% de acirilamida-bisacrilamida
(Bio-Rad). Las condiciones de corrida fueron 30
min a 80 V y posteriormente 120 min a 110 V. La
concentracién de las muestras fue de 10 ug de proteina
total, que fueron mezcladas con 5 uL de buffer de
carga. Se empled un marcador de peso molecular de
10 a 250 kDa. El gel fue tefiido con azul de Coomasie.

2.11 Anadlisis genomico
2.11.1 Extraccion de DNA genomico

De un cultivo de 8 h de C. flavigena se tomaron 1.5
mL y se colocaron en un microtubo, se centrifugé a
8000 x g durante 2 min y se desechd el sobrenadante.
Las células se resuspendieron con 480 uL. de EDTA
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(Promega) 50 mM y se agregaron 50 uL de lisozima
(Sigma) (20 mg/mL), la mezcla se incubé 1 h a
37°C y se agité suavemente cada 10 min. Después
se centrifugd a 8000 x g durante 2 min y se retird
el sobrenadante. Posteriormente, para la extraccion
de DNA se utiliz6 el kit Genomic DNA purification
(Promega) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1%
para comprobar la integridad del DNA y después se
cuantificé en un NanoDrop (Thermo Scientific ND-
2000 1-position).

2.11.2 Amplificacion del gen B-galactosidasa por PCR

Se disefiaron oligonucleétidos para amplificar el gen
de la B-galactosidasa con los dominios conservados
de diferentes microorganismos, a partir de los cuales,
las regiones consenso se utilizaron para buscar en
la secuencia reportada (GenelD:9144960), en el
GenBank de C. flavigena DSM 20109 (gi:296127869).
Forward: 5° TACCACTGGGACCTGCCGCAG3’
y reverse 5 GTAGCCCCGCACGTCGACGCC3’,
como control positivo se utilizaron los primers
froward: 5’GCGGCCTATCAGCTTGTTGG3® 'y
reverse: 5’CGCAGCGTTGCTGATCTGCGA3’ que
amplifican el gen rRNA 16s de C. flavigena. La
mezcla contenia 20 ng de DNA molde, 1uL de dNTP
(Promega) (10 mM), 5 uL de buffer 10X con 20 mM
MgCl, (Fermentas), 1uL de cada uno de los primers (1
pmol/uL), 1U Taq polimerasa (Fermentas) y agua a un
volumen final de 50 uL. Las condiciones de reaccién
en el termociclador (Biometra T Gradient), fueron
94°C 5 min 1 ciclo y 30 ciclos a 94°C 1 min, 69°C 1
min, 75°C 2 min y finalmente un ciclo a 75°C 5 min.

2.11.3 Secuenciacion

El producto amplificado se purific6 a partir de
un gel preparativo, utilizando el kit QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen), siguiéndose las
instrucciones del proveedor. El fragmento purificado
se secuencié en la Unidad de Biologia Molecular del
IFC UNAM con un equipo de sistema capilar ABI
Prism 3100.

2.12 2.11.4 Dot blot

A partir de DNA genémico de C. flavigena a
una concentraciéon de aproximadamente 2 ug/ml se
hicieron 4 diluciones decimales seriadas. En un papel
hybond N+ (Amersham) de aproximadamente 6 x 2

cm se colocé 1 uL de cada dilucién, se dejo secar y se
fij6 el DNA durante 2 h a 80°C.

El fragmento de ADN purificado y amplificado
por PCR, se utilizé6 como sonda una vez marcado
con el kit Biotin Deca Label DNA Labeling (Thermo
Scientific), siguiendo las instrucciones del proveedor.
La membrana se incub6 durante 4 h a 37°C en 10 mL
de solucién de pre-hibridacion (SSC 6X, Solucién de
Denhardt 5X, SDS 0.5% p/v y formamida 50% p/v).
Posteriormente, se adiciond la sonda marcada a la
solucién de hibridacién y se incubd con la membrana,
en agitacién a 37°C durante 12 h.

La membrana se lavé dos veces con 10 mL
solucién de lavado 1 (SSC 2X, SDS 0.1% p/v);
cada lavado fue de 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron otros dos lavados con 10
mL de solucién de lavado 2 (SSC 0.1X, SDS 0.1%
p/v), cada uno de 20 min a 65°C. Para eliminar el
exceso de solucién, la membrana se colocé en papel
filtro. Para revelar la membrana, se uso el kit Biotin
Chromogenic Detection (Thermo Scientific) siguiendo
las instrucciones del proveedor.

2.13 Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto de la fuente de carbono sobre las
actividades enzimdticas de C. flavigena se realizé un
andlisis de varianza de una via y se realiz6 una prueba
de comparacién multiple de medias de Tukey para
determinar en cudl fuente de carbono se present6 una
mayor actividad enzimdtica tanto intracelular como
extracelular.

3 Resultados y discusion

3.1 Cinética de crecimiento

C. flavigena presentd un buen crecimiento en glucosa
y sacarosa, en ambas fuentes de carbono la fase
exponencial inicié a las 4 h y aproximadamente a
las 22 h dio inicio su fase estacionaria, con una
produccién de 2.3 mg/mL. En el caso de raftilosa
y lactosa el crecimiento fue similar al inicio, sin
embargo a las 14 h en raftilosa comenzé la fase
estacionaria y tuvo una produccién celular de 1
mg/mL; mientras que en lactosa siguié creciendo
incluso a las 52 h donde la produccién celular
fue de 2 mg/mL. En fructosa, el crecimiento
inici6 10 h después del inéculo y a las 48 h se
obtuvo una produccién de 2.3 mg/mL (Fig. 1).
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Fig. 1. Cinéticas de crecimiento de Cellulomonas
flavigena en sacarosa, lactosa, raftilosa, glucosa y
fructosa. Los datos se presentan como el promedio
de tres experimentos diferentes, la barra de error
representa la desviacidn estandar.

También, se determinaron las tasas de crecimiento (u);
sacarosa 0.143 h~!, glucosa 0.163 h~! y fructosa 0.122
h~!. Mientras que en lactosa fueron de 0.038 h™! y en
raftilosa de 0.05 h™! que se pueden relacionar con la
capacidad de utilizar los sustratos anteriores. Rajoka
(2004) con otra cepa de C. flavigena reporto tasas de
crecimiento en varios azicares simples y complejos
semejantes a los reportados en este estudio.

Las diferencias mostradas en la Figura 1 y en las
tasas de crecimiento pueden deberse al mecanismo
por el que C. flavigena incorpora y utiliza las
fuentes de carbono. En bacterias, el sistema de
transporte de fosfotransferasa (PTS) dependiente de
fosfoenolpiruvato (PEP) es el mds conocido; se han
reportado 105 proteinas similares distribuidas en 87
organismos diferentes (Warner y Lolkema, 2003),
por lo que cabe suponer que C. flavigena puede
transportar las fuentes de carbono utilizadas mediante
este sistema.

Los géneros de Cellulomonas, Streptomyces
y Bifidobacterium pertenecen a la clase de las
actinobacterias. Son bacterias Gram positivas con alto
contenido de G+C y sus genomas contienen entre un
8 y 9% de genes que codifican para proteinas del
transporte y metabolismo de carbohidratos (Abt y col.,
2010; Parche y col., 2000; Parche y col., 2007). Todas
ellas utilizan el sistema PTS para el transporte de
azucares.

Para que raftilosa y sacarosa sean usadas
como fuente de carbono, es necesario hidrolizarlas,
la enzima encargada de hacerlo es la g-
fructofuranosidasa. Aunque se necesita la misma
enzima, hay una gran diferencia en el crecimiento,
esto podria estar relacionado con el tamafio de los

=N
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w

S}
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. | I

Sacarosa Lactosa Raftilosa Glucosa Fructosa

0

¥ Intracelular Extracelular

Fig. 2. Produccién de proteinas totales intracelulares
y extracelulares de Cellulomonas flavigena, al crecer
sacarosa, lactosa, raftilosa, glucosa y fructosa.

azlcares ya que la sacarosa es un disacdrido mientras
que la raftilosa derivada de inulina tiene un grado de
polimerizacién de 4 y 5 (Madrigal y Sangronis, 2007),
probablemente esta estructura pueda interferir en la
hidrolisis.

3.2 Cuantificacion de proteinas totales

La concentraciéon de proteinas totales extracelulares
no muestra diferencias significativas en todos los
caldos de fermentacion estudiados. Sin embargo,
las diferencias se presentan con las proteinas
intracelulares (Figura 2) donde la concentracién de
proteinas de Cellulomonas en fructosa fue entre 2 y
5 veces mds alta con respecto a los otros sustratos.
Este resultado se debe probablemente a una fase de
adaptacion larga que se correlaciona con un estado de
estrés, por lo que se expresa una alta concentracion de
proteinas. La secuencia del genoma de C. flavigena
muestra que tiene cerca de 3700 genes que codifican
para proteinas (Abt y col., 2010) y que en las
condiciones de estrés, puedan ser expresadas gran
cantidad de ellas para adaptarse al medio ambiente.

3.3 Actividades enzimdticas hidroliticas

En la Figuras 3 y 4 se presentan las actividades
enzimdticas de los extractos intracelulares vy
extracelulares con lactosa (Figura 3) y raftilosa
(Figura 4) respectivamente como sustratos. Los
extractos intracelulares de C. flavigena crecida en
sacarosa, lactosa y raftilosa presentaron actividad
de (-galactosidasa (Figura 3). Sin embargo, las
actividades de S-fructofuranosidasa fueron hasta tres
veces mayores para la hidrdlisis de raftilosa. La
actividad de B-fructofuranosidasa se puede inducir
con sustratos como la sacarosa sin embargo, la
actividad aumenta cuando el grado de polimerizacién
del sustrato aumenta (Biedrzycka y Bielecka, 2004)
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Fig. 3. Actividad de B-galactosidasa de los extractos
intracelulares y extracelulares de C. Flavigena crecida
en diferentes fuentes de carbono (sacarosa, lactosa,
raftilosa, glucosa y fructosa). Los datos se muestran
como la media de tres repeticiones =+ las desviaciones
estandar, las unidades estdn dadas en U/mg. Letras
diferentes en colores iguales indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0.05).
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Sacarosa Lactosa Raftilosa Glucosa Fructosa

Actividad p—fructofuranosidasa (U/
mg)
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Fig. 4. Actividad de pS-fructofuranosidasa de
los extractos intracelulares y extracelulares de C.
Flavigena crecida en diferentes fuentes de carbono
(sacarosa, lactosa, raftilosa, glucosa y fructosa). Los
datos se muestran como la media de tres repeticiones
+ las desviaciones estandar, las unidades estan dadas
en U/mg. Letras diferentes en colores iguales
indican diferencias significativas entre tratamientos
(p <0.05).

(Figura 4). Para los extractos extracelulares las
actividades encontradas fueron minimas.

La lactosa generalmente es inductora de la
actividad de [-galactosidasa; sin embargo, Pliego-
Arreaga y col. (2013), reportaron que la lactosa
actu6 como inductora de las peroxidasas en E.
coli. No obstante que no existen reportes de esta
actividad en Cellulomonas, en el extracto proveniente
de lactosa la actividad hidrolitica usando el mismo
sustrato fue menor en un 50% que cuando se utilizé
raftilosa como sustrato para la actividad hidrolitica
de B-fructofuranosidasa (Figs. 3 y 4). Resultados
similares se encuentran cuando se comparan las
actividades provenientes de los extractos intracelulares
para ambos sustratos en las figuras anteriores.

Estos resultados pueden parecer no consecuentes

con lo que sefiala la literatura que para un sustrato
puede existir una enzima especifica. Dao y col.
(2013) reportan la actividad de inulinasa en tres
glucoamilasas comerciales purificadas y sefialan que
esta actividad encontrada se debe seguir estudiando.
Chaudhary y col. (1997), Pérez-Avalos y col. (2008)
y Zhou y col. (2012) reportaron la multifuncionalidad
de las enzimas hidroliticas. En este caso es interesante
seflalar que estos sustratos tienen en comun la unién
beta entre la glucosa y el otro monosacarido (fructosa
y galactosa).

En el caso de la B-fructofuranosidasa, se observé
que en el los extractos intracelulares provenientes de
las fermentaciones con sacarosa y lactosa la actividad
es mayor que en raftilosa, cuando se utiliz6 este
azicar para medir la actividad enzimdtica. Esto
puede ser explicado porque en sacarosa se inducen
B-fructofuranosidasas inespecificas que pueden
hidrolizar fructosidos con enlaces 5-2,1 y 5-2,6, entre
las que se incluyen exo-S-fructosidasas (exoinulasas o
exolevanasas) y 2,6-8-fructan-6-levanbiohidrolasas.
Por el contrario, para los derivados de inulinas,
como la raftilosa, solo se producen endo-inulinasas
especificas para enlaces internos £-2,1 (Mufoz-
Gutiérrez y col., 2009). También, se puede suponer
que esta enzima es constitutiva, ya que el extracto de
células proveniente de glucosa presentd actividad de
B-fructofuranosidasa (Figura 4).

Los extractos extracelulares, excepto glucosa,
presentaron  actividades  hidroliticas = minimas
comparadas con las actividades intracelulares. Puesto
que las enzimas inducidas en lactosa, raftilosa y
sacarosa hidrolizan a ambos sustratos, se puede
suponer que éstas tienen una especificidad de clase,
es decir que para que la enzima actie no depende del
tipo de molécula sino del tipo de enlace (Koolman y
Ro6hm, 2004).

3.4 Actividades de glicosiltransferasa

Bajo las condiciones usadas no se encontré actividad
de transferasa en los extractos enzimdticos de C.
flavigena crecida en los diferentes sustratos, lo que
puede indicar que en ambos extractos las enzimas
presentes solo tienen actividad hidrolitica. Abt y col.
(2010) reportaron 17 genes para glicosiltransferasas al
secuenciar el gendma de C. flavigena DSM 20109,
pertenecientes a la familia 2, como g-1,3-glucan
sintetiza que son frecuentemente encontradas en la
familia GT. No obstante, cabe la posibilidad de que
las condiciones de cultivo o la técnica usada para
determinar esta actividad no sean las mds adecuadas.
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Fig. 5. Perfil proteico A) Intracelular B) Extracelular de C. Flavigena crecida en diferentes fuentes de carbono

G-glucosa, S-sacarosa, L-lactosa, R-raftilosa, F-fructosa.

M 1
pb

1,000
500

Fig. 6. Producto amplificado por PCR de
aproximadamente 800 pb. M (marcador de peso
molecular), 1 (producto amplificado).

Es preciso aclarar que para el caso de las -
galactosidasas, solo las que se encuentran en la familia
GH2 tienen actividad de hidrdlisis y de transferasa.
GH2 -galactosidasas predominantemente usan
lactosa como substrato y han sido frecuentemente
caracterizadas en bacterias acido-lacticas (BAL) y
bifidobacterias aisladas de leche (Schwab y col.,
2011). BAL vy bifidobacterias generalmente expresan

[B-galactosidasas durante su crecimiento en medios con
lactosa (Splechtna y col., 2006, 2007; Tzortzis y col.,
2005; Vasiljevic y Jelen, 2002). El gen reportado en
C. flavigena para [3-galactosidasa se encuentra dentro
de las glicosilhidrolasas en la familia 1 (Abt y col.,
2010).

3.5 Perfil proteico de los extractos crudos

Se conoce el perfil de la expresién de proteinas
en C. flavigena cuando crece en residuos agricolas
(Gutiérrez-Nava, 1997). Sin embargo, en sustratos
como fructosa, lactosa, sacarosa y raftilosa no existe
informacién. En la figura 5 A se observa el perfil
proteico de los extractos intracelulares; una banda de
aproximadamente 130 kDa en el extracto proveniente
de las células crecidas en raftilosa no estd presente
en las otras fuentes de carbono. De igual manera,
debajo de la linea de 75 kDa se observa una banda
que aparece solo en lactosa y raftilosa. Arriba de la
linea de 28 kDa aparecen bandas en raftilosa, lactosa
y fructosa que no se observan en glucosa y sacarosa.
En los extractos extracelulares (Figura 5 B) la linea
de aproximadamente 30 kDa se presenta en todos
los sustratos y en fructosa se observa una banda de
aproximadamente 40 kDa que no se observa en los
otros sustratos. Los perfiles proteicos son semejantes
en sacarosa, lactosa y raftilosa a diferencia de los
perfiles proteicos de fructosa y glucosa.
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1000 100 10 1 (-)

Fig. 7. Deteccién del gen S-galactosidasa de C.
Flavigena por Dot Blot.

Probablemente las bandas observadas arriba de
100 KDa en los extractos intracelulares de C. flavigena
crecida en raftilosa y lactosa correspondan a una
B-galactosidasa. Hung y Lee, (2002) reportaron
en Bifidobacterium infantis HL96 una banda de
115 kDa que corresponde a la f-galactosidasa.
Asi mismo, en la figura 5 A y en los mismos
sustratos se observan bandas mayores a 72 kDa que
probablemente correspondan a enzimas con actividad
de -galactosidasa segtn lo reportado en la literatura
(Onishi y Tanaka, 1995).

Las bandas que se observan entre 65 y 75 kDa
probablemente correspondan a enzimas con actividad
B-fructofuranosidasa (Ende y col., 1996), por lo
que cabe la posibilidad de que esta enzima se esté
produciendo en las diferentes fuentes de carbono.
Estos resultados previos indican la necesidad de
purificar las bandas y secuenciarlas para verificar
que correspondan a las g-fructofuranosidasas y (-
galactosidasa.

3.6 Identificacion del gen B-galactosidasa
por técnicas moleculares

Para identificar el gen que codifica a S-galactosidasa
de C. flavigena CDBB-53, se disefiaron una serie
de oligonucledtidos basados en las secuencias de
dominios conservados de varias (-galactosidasas de
diferentes microorganismos. Con estos se amplifico
un fragmento de aproximadamente 800 pb (Figura 6).
La identificacién de este fragmento se realiz6 primero
determinando su secuencia nucleotidica por medio
del algoritmo BLAST. Esta secuencia mostré 40% de
identidad con una proteina hipotética de C. flavigena
DSM 20109 (YP_003638214.1). Posteriormente, se
realiz6 un Dot blot para comprobar la presencia
del gen B-galactosidasa de C. flavigena CDBB-531
(Figura 7), utilizando el producto de PCR como sonda.
Abt y col., (2010) reportaron la secuencia del gen
B-galactosidasa en el genoma de C. flavigena DSM
20109.

Conclusiones

C. flavigena present6 actividad S-galactosidasa y
B-fructofuranosidasa intracelular en los diferentes
sustratos utilizados como fuente de carbono, variando
la actividad enzimdtica de acuerdo al sustrato
utilizado. De igual manera se observaron diferencias
en los perfiles proteicos intra y extracelulares de
C. flavigena al crecer en las diferentes fuentes de
carbono. Asi mismo, se identific6 la presencia del
gen de la S-galactosidasa en el genoma de C. flavigena
CDBB-531. Estos resultados nos permiten continuar
los estudios sobre la expresion de genes que codifican
a estas enzimas, asi como la expresion y purificacion
de las proteinas y su actividad especifica de GH y GT.
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