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I. RESUMEN

Bifidobacterium longum es una de las especies bacterianas nativas de la
flora intestinal, conocida como probidticas; es decir bacterias que proporciona
beneficios a la salud del huésped. En el intestino los probidticos consumen
preferencialmente azucares no digeribles por el huésped como los fructanos que
se encuentran en plantas y son conocidos como prebiéticos. El reciente interés
de la industria tequilera de darle nuevos usos a los fructanos de Agave,
despierta el interés de evaluar sus propiedades prebidticas. En el presente
trabajo hemos evaluado la capacidad de Bifidobacterium longum para utilizar
fructanos de Agave tequilana como fuente de carbono. El crecimiento de B.
longum usando glucosa es similar al de fructanos como fuentes de carbono; por
otra parte, en el estudio de microscopia de fuerza atémica se observo que las
dimensiones de bifidobacterium son mayores cuando se crece con el prebidtico,
reflejando una adaptacién del microorganismo a la fuente de carbono. Los
cambios de expresion de proteinas de bifidobacterium al crecer en medio con
fructanos fueron analizados por 2D-PAGE. Las proteinas diferenciales fueron
caracterizadas por MALDI-TOF y del analisis bioinformatico de los datos de
masas, se encontraron cambios en proteinas transportadoras de carbohidratos
del tipo ABC vy varias enzimas del catabolismo de carbohidratos como la via de
las pentosas, glucdlisis y la via de la F6PPK. La informacién generada nos da la
pauta a realizar una busqueda mas exhaustiva de elementos involucrados en el
catabolismo de fructanos en bacterias probidticas, y la relacion con sus
cualidades prebidticas. Hemos demostrado que Bifidobacterium longum es
capaz de utilizar inulina de Agave tequilana como fuente de carbono y de ahi la
capacidad de este carbohidrato para la formulacién de novedosos prebidticos

por la industria alimentaria.



Il. ABSTRACT

Bifidobacterium longum is one of the bacterial species found in
gastrointestinal tract that it has probiotic properties, that is to say, provides
benefits to the health of the host. In the intestine they preferentially consume
nondigeribles sugars by the host like the fructanos that are found in plants and
are know like prebiotics. The recent interest of tequila industry to give new uses
- to agave fructanos, wakes up the interest to evaluate its prebiotics properties. In
this work we have evaluated the capacity of Bifidobacterium longum to use
fructans from Agave tequilana like carbon source. The growth of Bifidobacterium
longum using glucose is similar to the fructanos like carbon sources; on the
other hand, in the study of microscopy of atomic force it was observed that the
dimensions of bifidobacterium are greater when it use the prebiotic, reflecting the
adaptation of the microorganism to the carbon source. The changes of protein
expression of bifidobacterium when growing in medium with fructanos were
analyzed by 2D-PAGE. The proteins differentials were characterized by MALDI-
TOF and with the bioinformatics analysis of the date, we found changes in
proteins ABC type carbohydrates transporters and several enzymes of the
carbohydrate catabolism like the pentoses pathway, glycolysis and the FEPPK
pathway. Based on information generated in this work, it becomes necessary a
more exhaustive research of elements involved on fructans catabolism in
probiotic bacter, and its relationship with its prebiotic qualities. We have
demonstrated that Bifidobacterium longum is able to use Agave tequilana’s
fructans like carbon source and of there the capacity of this carbohydrate for the

formulation of novel prebiotics foods by industry.



IIl. INTRODUCCION

3.1 Bifidobacterias

Las bifidobacterias fueron aisladas en las heces de nifios alimentados
con leche materna y descritas como bacterias alargadas irregulares por Henry
Tissier, en 1900. Estas bacterias Gram positivas, no productoras de gas,
anaerobias con morfologia bifurcada (Figura 1); fueron originalmente llamadas
Bacillus bifidus e inicialmente fueron consideradas como una bacterias acido
lacticas  (Axelsson, 1998). La primera referencia de bifidobacterias fue
realizada en 1924 por Orla Jensen, quien propuso el género Bifidobacterium
(Leahy et al., 2005).

Figura 1. Bifidobacterium longum en intestino humano.
(tomado de www.genomenewsnetwork.org)

Hasta la década de los 60’s la clasificacion de las especies de
Bifidobacterium era incierta ya que se basaba principalmente en sus
caracteristicas morfoloégicas y pruebas bioquimicas, por lo que eran
confundidas con bacterias de diversos géneros como Arthrobacter,

Corynebacterium, Lactobacillus y Propionibacterium (Axelsson, 1998).



En 1967, se detecté una ruta Unica para el metabolismo de la glucosa
en bifidobacterias, mediante la enzima fructosa 6-fosfato fosfocetolasa
(F6PPK), esto proporcioné una clara distincion de las especies y finalmente las
diferencié para aparecer en el Manual de Bergey (Ballongue, 1998).

Las bifidobacterias se encuentran comunmente en el colon de los
mamiferos. De las 34 especies conocidas actualmente 13 fueron aisladas de
humanos (Leahy et al., 2005). Las especies predominantes en el humano son
B. breve y B. infantis en nifios, y B. adolescentis y B. longum en adultos
(Hopkins et al, 1998). Se ha descrito que la morfologia bacterial varia
dependiendo del medio de cultivo; principalmente se encuentran como
bastones, sin embargo pueden ser redondas, bifurcadas o pleomérficas (Klijn
et al., 2005; Ballongue, 1998). Las bifidobacterias producen principalmente
4cido lactico y éacido acético al metabolizar glucosa usando la F6PPK, la
transaldolasa y la transcetolasa (Fandi et al., 2001).

3.2 Probiodticos

Los probidticos son microorganismos vivos, los cuales administrados en
adecuadas cantidades confieren beneficios a la salud del huésped.
(FAO/WHO, 2001).

Las bifidobacterias afectan la eco-fisiologia de la microbiota intestinal y
también interactian directamente con el metabolismo del huésped. Las
bacterias son capaces de adherirse al colon y pueden influenciar la
composicion de la mucosa. Esta colonizacién incrementa la resistencia a
infecciones por patégenos (Ballongue, 1998).

Algunos miembros del género Bifidobacterium se utilizan en alimentos
como probiéticos. Los efectos nutricionales causados por las bifidobacterias
incluyen la produccion de vitaminas y &cido lactico. EI mejoramiento de
intolerancia a lactosa, hipercolesterolemia y acidos biliares son considerados
como resultado del metabolismo de las bifidobacterias en el colon. Las
bifidobacterias también muestran poseer actividad anticarcinogénica e
inmunoestimuladora (Leahy et al., 2005; Arunachalam et al., 2000 ; Ballongue,
1998).



3.2 Bifidobacterium longum

Bifidobacterium longum fue reportada por primera vez en 1963 (Reuter,
1963). Se encuentra en el colon de humanos de todos los grupos de edad
familiarmente es cercano a B. infantis. La distincion de las diferentes
especies de Bifidobacterium se hace en base a su capacidad para fermentar
distintos azUcares. B. longum es la Gnica especie de Bifidobacterium capaz de
fermentar el trisacarido melezitosa y la arabinosa. La mayoria de los estudios
de efectos a la salud de los probiéticos han sido realizados con B. longum
(Ballongue, 1998)

Se ha reportado que B. longum estimula el sistema inmune (Picard et
al, 2005); es capaz de secretar proteinas que inhiben la adhesion de
patogenos potenciales (Lievin et al, 2000) e incluso ayuda al organismo
huésped a resistir infecciones por bacterias patégenas como E. coli 0157
(Ishibashi y Yamazaki, 2001) y Salmonella typhimurium (Leahy et al., 2005).
Otros estudios han mostrado que B. Jongum inhibe la induccién del cancer de
colon en ratas (Picard et al., 2005; Gallaher y Khil, 1999). También se ha
mostrado una accion efectiva contra tumores de higado, focos aberrantes en
las criptas y diarrea asociada a antibidticos (Leahy et al., 2005; Picard et al,
2005; Ballongue, 1998).

La persistencia de B. longum en el colon puede ser resultado de su
capacidad para catabolizar sustratos, que son pobremente digeridos por el
huésped o por otros microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal,
los cuales utilizan los aztcares y polimeros mas abundantes como pectinas y
almidén. Se ha reportado que las concentraciones de carbohidratos de alto
peso molecular son menores en el colon que en el ileon, implicando que estos
carbohidratos complejos son degradados y utilizados en el colon (Schell et al.,
2002).

El genoma de B. Jongum NCC2705 ha sido reportado
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Pr
otein%20Table&list_uids=254), observandose que posee un gran nimero de
genes relacionados con el metabolismo de oligosacéaridos, éstos comprenden
mas del 8% del genoma, cuenta con mas de 40 proteinas con actividad de



glicosilhidrolasas. En base a identidad de secuencia de aminoacidos se ha
predicho la actividad de dos xilanasas, nueve arabinosidasas, dos a-
galactosidasas, neopullanasa, isomaltasa, maltasa, inulinasa (B-
fructofuranosidasa), cuatro B-galactosidasas, tres p-glucosidasas, tres

hexosaminidasas, y tres a-manosidasas (Schell et al., 2002).

3.3 Prebiodticos

Los prebioticos pueden definirse como ingredientes no digeribles que
afectan benéficamente al huésped, a través de una estimulacion selectiva del
crecimiento y/o actividad de un grupo limitado de bacterias del colon, que
pueden mejorar la salud del huésped (Gibson y Roberfroid, 1994). Desde la
introduccién de este concepto los prebidticos han despertado el interés
cientifico e industrial.

La clave del prebiético reside en ser un ingrediente capaz de resistir los
acidos gastricos, la hidrélisis enzimatica y la absorcion intestinal, esto no
significa que necesariamente sea completamente indigestible, pero si
garantiza que una cantidad significativa esté disponible para ser fermentado
por la microflora intestinal, perrmitiendo cambios especificos en la composicién
y/o actividad de las bacterias intestinales lo que les confiere ventajas sobre
otras bacterias patégenas y por lo tanto también se beneficiara la salud del
huésped (Roberfroid, 2007).

La mayor parte del trabajo realizado en el campo de los prebidticos,
involucra el empleo de los oligosacaridos (Tabla 1); aunque a la fecha solo los
fructooligosacaridos y los galactooligosacaridos, usados como ingredientes
alimenticios, satisfacen los anteriores criterios para ser clasificados como
prebidticos.

Los actuales sistemas de produccion de fructanos son la extraccion de
inulina de la raiz de achicoria y la conversion industrial de la sacarosa en

fructooligosacaridos con el empleo de enzimas de hongos (Banguela, 2006).



Tabla 1. Efecto prebioético de varios oligosacaridos

Carbohidrato Indigestibilidad | Fermentacion | Selectividad | Prebidtico
Inulina y oligofructosa Si Si Si Si
Galactooligosacaridos Posible ??7? Si Si

Lactulosa Posible 277 Si Si
Isomaltooligosacaridos Parcial Si Promete No
Lactosacarosa ND ND Promete No
Xilooligosacaridos ND ND Promete No
QOligosacaridos de soya ND ND ND No
Glucooligosacaridos ND ND ND No

ND, No determinado; ???, datos preliminares que requieren investigacion
(Adaptada de Roberfroid, 2007)

3.4 Fructanos

Los prebioticos que mas se han estudiado son los B(2-1) fructanos que
son polimeros de fructosas lineales y ramificados. Estos carbohidratos se
encuentran en un 15% del reino vegetal, se sintetizan a partir de la sacarosa
por la accidén de dos o mas fructosiltransferasas. Los fructanos de las plantas
presentan diferencias en las estructuras y longitud de su cadena (Figura 2).

El fructano linear mas simple es la inulina, la cual consiste en residuos
de fructosil unidos por enlaces B(1-2). La molécula de inulina mas corta es el
trisacarido 1-cestosa. Las neoseries de inulina tiene dos cadenas de fructosas
con enlaces B(1-2) ligadas a una molécula de sacarosa inicial, una cadena se
encuentra unida al carbono 1 (C1) de la fructosa y la otra esta unida al C6 de la
glucosa. Los levanos, partiendo de la 6-cestosa, contienen unidades de

fructosa conectadas por enlaces B(2-6). Puede también encontrarse fructanos




del tipo mixto, que consisten de residuos de fructosa unidos por un enlace B(2-

6) con ramificaciones B(2-1) (Vijn y Smeekens, 1999)
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Figura 2. Principales estructuras de fructanos. A) 1-cestosa. B) neocestosa.
C) 6-cestosa. D) bifurcosa. (Adaptado Vijn y Smeekens, 1999).

Los fructanos llegan al colon sin ser degradados y son fermentados
selectivamente por las bifidobacterias; esta selectividad permite la disminucion
de otras bacterias y consecuentemente se reduce la actividad enzimatica
implicada en la carcinogénesis (Buddington et al., 1996).

El aparato digestivo humano no contiene las enzimas capaces de
degradar fructanos, por lo tanto, existe un gran interés en el sector alimentario
por utilizarlos como ingredientes con pocas calorias vy fibra dietética (Ritsema
y Smeekens, 2003; Gibson et al., 1995).

También se ha observado que en una dieta rica en fructanos, disminuyen las
concentraciones de colesterol, triacilglicerol y fosfolipidos en suero (Ritsema y
Smeekens, 2003).



El aporte de polifructanos en la dieta normal, considerando la inulina y fructo-
oligosacaridos, se ha establecido entre 3 y 12 gramos al dia en la dieta
occidental (Roberfroid, 1993).

3.5 Plantas del género Agave como fuente de prebidticos

El agave forma parte de la familia Agavaceae, que es endémica de
América y se distribuye en el sur de Canada, México, Centroamerica, norte de
Sudamérica e islas del caribe. En griego, agave, agavus, significa “admirable”,
y fue a partir de la especie Agave americana que Carlos Linneo describi6 el
género en 1753 (Valenzuela, 2003).

México se considera el centro del origen y biodiversidad del género del
Agave; de las 310 especies reportadas, cerca de 272 se pueden encontrar en
este pais (Garcia y Galvan 1995). Los estudios de Méndez (1999), concluyen
que el Agave maduro contiene una mayor concentracion de fructanos con un
alto grado de polimerizacion y cantidades minimas de glucosa y fructosa. Los
fructanos presentes en el agave se sintetizan y se almacenan en los vastagos,
y su funcién principal en estas plantas es la de almacenaje; también pueden
actuar como osmoprotectores durante la sequia, lo que constituiria otra posible
adaptacion fisiolégica a los ambientes aridos. Ademas de la importancia
fisiologica de los fructanos en los Agaves, éstos son la fuente de azucares
fermentables en el proceso de elaboracion del tequila (Lépez et al., 2003).

En el Agave tequilana se encuentran tres formas de los tipos de
fructanos conocidos: inulina, levano y neoinulina, la presencia de los diferentes
enlaces y datos de resonancia magnética nuclear han permitido establecer la
estructura molecular de los fructanos de Agave tequilana (Figura 3) (Lopez et
al., 2003).
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Figura 3. Estructura propuesta para los fructanos presentes en

Los simbiéticos consisten en una mezcla de probiéticos y de prebidticos,

microbios vivos en el tracto gastrointestinal (Ballabriga, 2001)

gue mejoran la sobrevivencia y la implantacién de suplementos dietéticos de

El estudio de los alimentos ha beneficiado mas alla de los nutrientes

pueden mejorar la salud (Diplock et al., 1999).

basicos que éstos proveen; recientemente ha surgido en nutricion el concepto

de “alimentos funcionales”, es decir, alimentos e ingredientes alimenticios que

Entre los alimentos funcionales podemos encontrar a los probidticos,

investigacion (Casiragh et al., 2007).

prebidticos y simbidticos, los cuales ejercen un efecto favorable en el

ecosistema del colon, por lo cual han recibido un mayor interés en la

10



Una manera de controlar las enfermedades y mantener la salud es
mediante una dieta con bacterias y suplementos de carbohidratos que ayuden
a las comunidades de flora indigena del huésped a formar una barrera contra
patégenos invasores, esto comprende el uso de probidticos y prebidticos.
(Rastall et al., 2005)

Comunmente se utilizan fructo-oligosacaridos asociados con
bifidobacterias, con la ventaja de asociar la adicion microbiana viva propia del
probidtico con un sustrato especifico para el crecimiento, funcién caracteristica
del prebiético (Gibson y Roberfroid, 1994).

En virtud de que la industria tequilera no tiene la capacidad de consumir
toda la pifia que se esta produciendo, se ha propuesto un uso alternativo para

el Agave tequilana

3.7 Proteémica

La protedmica es la caracterizacién a gran escala del proteoma de una
linea celular, tejido u organismo (Grave y Haystead, 2002).

Un proteoma se define como el conjunto de proteinas totales
expresadas de un genoma bajo ciertas condiciones fisiolégicas. De modo que
de un mismo genoma se pueden obtener diversos proteomas, dando una vista
de dinamismo de la maquinaria celular (Anglade et al., 2000).

El desarrollo de técnicas en los métodos de separacién de proteinas
permite el andlisis simultaneo de una proporcién  significante de proteomas
celulares, asi los métodos de identificacion de proteinas pueden llevar a la
unién del proteoma y el genoma para proporcionar una imagen global de
metabolismo celular. La proteémica provee de datos cualitativos de proteinas
codificadas por genomas bacterianos junto con datos cuantitativos de la
respuesta de la sintesis de una proteina en condiciones ambientales definidas
(Cash, 2000).

La electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE) es
un método poderoso que permite separar mezclas complejas de extractos

proteinicos. Esta técnica se basa en la separacion de las proteinas utilizando
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dos propiedades independientes, el punto isoeléctrico (primera dimensién) y la
masa molecular (segunda dimension), como se muestra en la Figura 4.

Cada punto resultante del arreglo bidimensional corresponde a una
proteina individual de la muestra. Miles de proteinas diferentes pueden
separarse para obtener la informacidon de su punto isoeléctrico, peso

molecular y concentracion (Berkelman, 2002).

pl/

esep

Figura 4. Ejemplificacion de un gel bidimensional de poliacrilamida.

La electroforesis de doble dimensién y el andlisis por espectrometria de
masas, han contribuido en gran manera a la investigacion experimental de los
proteomas de sistemas biologicos complejos. Estas herramientas tienen éxito
al estudiar la cantidad y localizacion subcelular de proteinas individuales, para

examinar los cambios en los patrones de expresion entre las diferentes fases
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de crecimiento y en la respuesta a estimulos, o a identificar genes blanco de

proteinas reguladoras (Vitali et al., 2005).

3.7.1 Caracterizacion de proteinas

En los estudios proteémicos, la identificacion de las proteinas es el
primer paso para su caracterizacion funcional.

La espectrometria de masas permite obtener informacién estructural de
las proteinas, por ejemplo, la masa de los péptidos o la secuencia de
aminoacidos (Figura 5). Esta técnica implica basicamente la extracciéon de
proteina del gel, su digestion con tripsina para la posterior conversion de los
péptidos en iones en fase gaseosa mediante una ionizacién-desorcion laser
asistida con matriz (MALDI, por sus siglas en ingles), posteriormente la
separacion de los iones segun su relacion masa/carga (m/z) en un analizador
de masas, por ejemplo un analizador de tiempo de vuelo (TOF por sus siglas
en ingles), cuadrupolo, trampa ibnica, etc. La deteccién de las masas
proporciona un espectro que refleja la abundancia de los iones frente a su
valor m/z. Esta informacién puede identificar a la proteina al proporcionar su
huella peptidica y compararla con las masas peptidicas teéricas de proteinas
presentes en bases de datos (Graves y Haysted, 2002).

La electroforesis bidimensional se utilizd en estudios protedémicos de
distintas bacterias, incluyendo Haemophilus influenzae, Mycobacterium
tuberculosis, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Bacillus subtilis, Mycoplasma
pneumoniae, Lactococcus lactis, Shigella flexneri, Agrobacterium tumefaciens,

Vibrio cholerae, y Brucella melitensi (Yuan et al., 2006).
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Electroforesis
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Figura 5. Estrategia para la identificacion de una proteina mediante mapeo
peptidico.

3.8 Microscopia de Fuerza Atomica

La microscopia de fuerza atomica (AFM por sus siglas en inglés),
funciona escaneando la muestra y registrando la atraccién o repulsiéon entre
esta y una sonda o punta afilada de forma piramidal o cénica montada en una
palanca microscopica muy flexible (Figura 6). Esta interaccion es monitoreada
mediante un laser que es reflejado por la palanca hacia un detector el cual
construye una imagen para obtener la topografia de la superficie de la muestra.
Las aplicaciones de esta técnica en la biologia celular se ha clasificado en:
obtenciéon de imagenes, estudios de micromanipulacién y la medicién de
fuerza de unién. Es una herramienta importante para el estudio de procesos de
adaptacion celular en respuesta a estimulos mecanicos (Alessandrini y Facci,
2005).

El estudio de la superficie de bacterias ha revelado detalles que por

microscopia optica son imposibles de detectar; empleando esta técnica se ha
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obtenido imagenes de la ultra estructura de las esporas del hongo
Phanerocheete Chrysporium (Dufrene ef al., 1999).

Detector

huestra

Tukbo

Figura 6. Esquema del funcionamiento de un microscopio de fuerza
atéomica.



IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Evaluar los cambios a nivel proteoma de Bifidobacterium longum al

crecer en presencia de fructanos de Agave tequilana como fuente de carbono.

4.2 Objetivos Especificos
e Estandarizar la metodologia para la obtencibn de patrones

bidimensionales de Bifidobacterium longum al usar fructanos como

fuente de carbono.

e Analizar los patrones 2D para determinar que proteinas se encuentran

aumentadas o disminuidas en las distintas fuentes de carbono.

e Caracterizar las proteinas diferenciales por espectrometria de masas y

analisis bioinformatico.

e Evaluar la morfologia de B. longum por microscopia de fuerza atémica al

crecerlo en fructanos como fuente de carbono.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Microorganismo y medios de cultivo

Para el crecimiento de  Bifidobacterium longum ATCC15707 se
prepararon los medios Mann Rogosa & Sharpe (MRS) y minimo
suplementados con L-cisteina 0.05% (p/v). La cepa se rectivé en cada uno de
estos medios por separado y posteriormente se realizé una dilucion 1:40 con
medio fresco. Para evaluar el efecto de los fructanos de Agave tequilana sobre
el cultivo bacteriano el medio MRS y el medio minimo (Apéndice J) fueron
preparados libres de glucosa y suplementados con fructanos con una
concentracién de 20 g/L, que fueron esterilizados por separado. Esta
concentracién de fructanos fue reportada para un crecimiento optimo de
bifidobacterias por Van der Meulen (2004).

5.2 Condiciones de cultivo

Los cultivos fueron incubados a 37 °C por 24 h en una jarra de
anaerobiosis. Se tomaron muestras cada 3 horas y se midi¢ la densidad optica
a 600 nm.

5.3 Microscopia de fuerza atomica

De los cultivos de 24 horas se tomé 1 mililitro de muestra y se centrifugé
a 13000 rpm por 5 min. El paquete celular se lavé con TE (Tris 10 mMy EDTA
1mM). Posteriormente se realizé un frotis en un cubreobjetos el cual se fijo por
calor, el cubreobjetos fue cortado al tamario del porta muestras del microscopio
de fuerza atdmica. Se buscaron campos en los que se tuviera acceso a células
individuales para poder realizar mediciones mediante el software WinSPM
version 2.02 de JEOL.

5.4 Analisis estadistico

Las mediciones de las dimensiones de las células de B. longum crecidas
en las dos condiciones fueron analizadas en el software GraphPad Prism 5.0
de GaphPad para encontrar diferencias significativas utilizando la prueba t de

student.
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5.5 Preparacion del extracto proteinico celular

Las células de los cultivos fueron empaquetadas por centrifugacion a
8000 rpm por 10 min, realizando posteriormente cuatro lavados con TE. El
paquete celular obtenido fue resuspendido en 500 pL del buffer de extraccion
acida (Herbert et al, 2006) que contiene: urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4
%(w/v) y acido citrico 80 mM pH 4. Se sonicé con intervalos de 9.9 segundos
por 1.5 min, posteriormente se afiadié un volumen igual de perlas de vidrio
para agitar en vortex por 30 seg y enfriar en hielo por 30 seg por 8 ciclos. Se
centrifugd a 13000 rpm por 10 min a 4 °C para recuperar el sobrenadante. Se
utilizé el kit comercial 2D-Clean up (GE Healthcare) para precipitar las
proteinas y eliminar sales y otras substancias que pudieran interferir en el
isoelectroenoque, finalmente, las proteinas fueron resuspendidas en la

solucién de rehidratacioén.

5.6 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas utilizando el reactivo Protein Assay
Dye Reagent Concetrate (BioRad), el cual permite determinar la concentracion
de la proteina soluble.

Se prepard Albimina de suero bovino (BSA, Sigma Aldrich) a una
concentracién de 1.4 mg/mL y se prepararon las diluciones como se muestra
en la Tabla 2.

Tabla 2. Preparacion de la curva de
calibracién para el analisis de bradford

Estandar Concentracion BSA (uL) | Agua (pL)
mg/mL

1 0.0 0 200
2 0.2 29 171
3 0.4 57 143
4 0.6 86 114
5 0.8 114 86
6 1.0 143 57
7 1.2 171 29
8 1.4 200 0
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Se prepard 1 parte del reactivo concentrado con 4 partes de agua milli
Q, a continuacién 20 uL de cada estandar o muestra se mezclaron con 1 mL
de reactivo diluido. Se incubaron a temperatura ambiente por al menos 5 min,
posteriormente cada reaccion se midi6 a una absorbancia a 595 nm y se
compar6 con la curva de calibracién de BSA para determinar la concentracion

de proteina presente.

5.7 Electroforesis bidimensional
5.7.1 Primera dimension: Isoelectroenfoque

Se utilizaron tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) de 7 0 13 cm
con intervalos de pH de 3 a 10y 4 a 7 (GE Healthcare). Se agreg6 250 uL de
las muestras en la charola de rehidrataciéon y la cubierta protectora del gel fue
retirada empezando por el lado acido. La tira se coloco con el gel en contacto
con la muestra evitando la formacién de burbujas. Para evitar la evaporacion la
tira se cubrié con 3 mL de aceite mineral (GE Healthcare). La rehidratacion se
llevé a cabo a temperatura ambiente por un tiempo minimo de 10 horas.

La charola de ceramica se coloco en el equipo Ettan IPGphor Il (Figura
9) y cada carril se llend con 9 mL de de aceite de cubierta, se transfirio la tira
con el gel hacia arriba con el anodo del lado positivo del equipo, se colocaron
las esponjas hidratadas con 125 uL de agua desionizada en cada extremo de
la tira y posteriormente se colocaron los electrodos haciendo contacto con la
plataforma del equipo. Una vez armado el equipo, éste se programo en la
modalidad de Volt-hours (kVh) de acuerdo a la Tabla 3.

19



Panel de

control

Area del
electrodo
pesitive

Area del
electrodo
negative

Figura 7. Equipo Ettan IPGphor Il y sus partes.

Tabla 3 Programacion del equipo Ettan IPGphor

Longitud de la

" Rango de pH | Paso y modo de voltaje | Voltaje | Volt-hours (kVh)
ira
1 Gradiente 500 0.01
2 Gradiente 4000 5.6
7cm 4-7
3 Step and Hold 5000 2.5
Total 8.0
1 Gradiente 500 0.01
2 Gradiente 4000 5.6
13 cm 4-7
3 Step and Hold 8000 15.2
Total 20.8

5.7.2 Segunda dimensién: SDS PAGE

La separacién por peso molecular se llevd a cabo en geles de

poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (Apéndice ).

Una vez terminada la separacion por punto isoeléctrico, la tira se equilibré por
15 min en 2 mL de soluciéon de equilibrio (Apéndice D) con 0.01 g/ml de DTT
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(ditiotreitol). Posteriormente, la tira se coloco en el gel y se fij6 con agarosa al
0.5 % (Apéndice H). Los geles se corrieron utilizando buffer de corrida
(Apéndice G) a 10 mA hasta que la muestra alcanzé el gel separador y se

aumenté a 20 mA por gel con un tiempo aproximado de 3 h.

5.8 Tincién

Los geles fueron tefidos con azul de Coomassie (Apéndice) por una
hora y posteriormente se agregdé la solucién de destefiido (Apéndice). Cuando
el fondo fue eliminado se tomé una fotografia en el sistema de

fotodocumentacion Gel-doc (BioRad).

5.9 Analisis de los geles

Los geles se analizaron con el programa PDQuest (Bio-Rad), el cual
elimina puntos tenues, sobrelapados o barridos, generando una imagen con
puntos que puedan se identificados y cuantificados. Para obtener la cantidad
de puntos presentes en cada gel y compararlos cualitativa y

semicuantitativamente entre si marcando las diferencias entre estos.

5.10 Identificacion de proteinas

Las manchas diferenciales encontradas en los geles fueron cortadas
manualmente con una punta estéril y se almacenaron en tubos eppendorf.
Las manchas fueron enviadas al Protein Chemistry Laboratory de la
Universidad A&M de Texas. Los valores obtenidos de la digestion con tripsina

se analizaron en la base de datos utilizando el programa MASCOT.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Utilizacion de fructanos como fuente de carbono

En la figura 8 se presentan las curvas de crecimiento de B. longum en
los diferentes medios: MRS, medio con fructanos, medio minimo con glucosa y
medio minimo con fructanos. Hasta las 6 horas estos se mantuvieron en una
fase lag similar, las diferencias en el crecimiento comenzaron a las 9 horas.
Como era de esperarse, el mayor crecimiento se observé en el medio
comercial MRS, cuya principal fuente de carbono es glucosa y es rico en
nutrientes.

Bifidobacterium longum fue capaz de crecer en el medio de cultivo
suplementado con fructanos de Agave tequilana (20g/L) como fuente de
carbono, se aprecia que fue el primero en entrar a una fase exponencial y
mantuvo su densidad celular en fase estacionaria. EI medio minimo con
glucosa mostré un crecimiento similar al medio con fructanos. Mientras que el

menor crecimiento fue observado en el medio minimo con fructanos.

12
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Figura 8. Cinética de crecimiento de B. longum en diferentes fuentes de carbono.
MRS,_ medio con fructanos, medio minimo con glucosa y medio minimo con
fructanos como fuente de carbono.

22



El crecimiento obtenido al usar fructanos es similar al reportado para B.
animalis usando Raftilosa, un fructano comercial (Van der Meulen, 2004) y al
obtenido para B. adolecentis usando transoligosacaridos (Van Laere et al,
2000).

En el medio MRS el crecimiento observado fue significativamente
mayor al medio completo con fructanos y a los medios minimos (Tabla 4). El
ambiente donde se encuentra presente B. longum es pobre en azlcares
simples; ya que la densidad celular en el medio con fructanos fue muy similar
al medio minimo con glucosa, se espera que las bifidobacterias sean capaces

de utilizar los fructanos como principal fuente de carbono en el colon.

Tabla 4. Crecimiento maximo de B. longum
en los diferentes medios

Medio D.O. maxima
MRS 9.6477
Fructanos 2.1242
Glucosa minimo 2.0883
Fructanos minimo 0.8566

6.2 Cambios morfolégicos

Mediante el analisis con el software WinSPM (Figura 9), se observaron
las dimensiones de B. longum; las bacterias crecidas en medio con fructanos
fueron de un tamafio significativamente mayor (P< 0.05) que las bacterias
crecidas en el medio con glucosa (Figura 10). tanto en su longitud, 2 pm en
glucosa y 2.9 um en fructanos; como en su anchura, 0.8 ym en glucosa y 1.06

gm en fructanos.
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Figura 9. Analisis dimensional de las imagenes obtenidas por microscopia de
fuerza atomica A) medio con glucosa y B) medio con fructanos de
Agave tequilana.
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Figura 10. Comparacién de las dimensiones de B. Jongum en
diferente fuente de carbono.

La morfologia celular reportada en el medio MRS (Kijn et al.,2005) se
mantiene en forma de bacilos no importando la fuente de carbono que se este
utilizando (Figura 11).

Los cambios en el diametro de las bacterias dependen de factores como
el tipo de célula, la temperatura y nutrientes (Van De Merwe et al., 1997). La
morfologia celular en las bacterias depende en gran medida del mecanismo
para la sintesis de peptidoglicanos (Young, 2003). Las variaciones en el
tamarnio celular podrian estudiarse de una manera mas profunda, para
encontrar qué mecanismos estan involucrados en el incremento de las
dimensiones celulares, ya que una manera en la cual las bifidobacterias
ejercen su efecto probidtico es compitiendo con virus y bacterias patdgenas
por sitios de unién a células epiteliales, previniendo infecciones (Picard et al,,
2005).
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Figura 11. Morfologia microscépica de Bifidobacterium longum. Tincion Gram A) medio
con glucosa y B) medio con fructanos de Agave tequilana. Microscopia de fuerza
atomica C) Glucosa y D) medio con fructanos de Agave tequilana.
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6.3 Electroforesis bidimensional

Al estandarizar el procedimiento para la obtencion de los geles
bidimensionales se encontré6 que el método mas eficaz para una buena
resolucion de los patrones en el proteoma fue la extracciéon de proteinas en
medio acido (Figura 12), lo cual esta reportado para microorganismos que
poseen pared celular, cuyos polisacaridos se solubilizan interfiriendo en el

isoelectroenfoque de la primera dimensién (Herbert et al. 2006).

4 id 7

v

Figura 12. Comparacion de los métodos de extracciéon de
proteinas. A) extraccion alcalina, B) extraccion &cida

De acuerdo con el estudio del proteoma global de Bifidobacterium
longum NCC2705 realizado en febrero del 2006 por Yuan et al., en el que
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calcularon el punto isoeléctrico de los 1727 ORF's presentes en el genoma, el
71.7% de las proteinas se encuentran en un intervalo de p/de 3 a 7.
En la presente investigacion se confirmé esto realizando un gel con un

intervalo de p/ de 3 a 10 (Figura 13).

10

Figura 13. Gel de poliacrilamida al 12% utilizando tiras de 7
cm con rango de pH 3 — 10. la mayor cantidad de
proteina se localizaenelrangode 3 a7

En base a lo anterior se decidi6 utilizar tiras con un intervalo de pH mas
cerrado (pH 4 a 7), y de 13 cm para lograr una mejor separacion y definicion

de los puntos observando una mejor distribucion en todo el gel (Figura 14).
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Figura 14. Gel de poliacrilamida al 12% utilizando tiras de 13 cm
con intervalo de pH 4 - 7.
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6.4 Analisis de los geles

El analisis de los geles se realizd mediante el software PDQuest
(BioRad), en el cual se pueden comparar los patrones de proteinas
sobreponiendo ambos geles uno sobre el otro. Se observaron proteinas
diferenciales en los geles de B. longum en las distintas fuentes de carbono
(Figura 15).

El software realiza un andlisis semicuantitativo en base a la intensidad
del punto (Figura 16), se utilizo el gel de B. longum crecido en MRS como
control y el gel en fructanos de Agave tequilana como problema. Se tomé el
control como referencia dandole el valor de 1, el aumento en el contenido de
un punto se detecta si esta es el doble de intensa (2 o mas), para la

disminucion el contenido se detecta si el punto tiene la mitad de intensidad (0.5

0 Mmenos).

Figura 15. Vista multicanal de los geles bidimensionales de B. longum. En rojo Glucosa
y en azul fructanos.
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Figura 16. Analisis semicuantitativo de una mancha aumentada en
intensidad. A) glucosay B) fructanos de Agave.

El analisis semicuantitativo realizado mostré 7 proteinas en mayor
cantidad, indicadas en rojo; 2 en menor, en amarillo y 30 iguales, en azul,
respecto al control (Figura 17).

Figura 17. Analisis semicuantitativo de los geles bidimensionales de B. longum usando
distintas fuentes de carbono.
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6.4.1 Analisis en medio minimo

El analisis de los geles bidimensionales en las condiciones de medio minimo
reveld un patron similar en el proteoma y observamos algunos de los mismos
puntos diferenciales (Figura 18).
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Figura 18. Patrones bidimensionales de B. longum en medio minimo.
A) Glucosa y B) fructanos de Agave. En rectangulo puntos
encontrados en medios completos

6.5 Espectrometria de masas
Los puntos de la Figura 19 muestran las proteinas que se cortaron
manualmente y se enviaron para el analisis por espectrometria de masas

MALDI-TOF. Siete de los puntos representan proteinas que aumentaron su
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intensidad (BL02, BLO4, BL05, BL7, BL10, BL15, BL16), cinco disminuyeron
(BLOG, BL11, BL12, BL13, BL17) y seis (BLO1, BL03, BL0O8, BL09, BL14, BL18)

son similares cuando son usados los fructanos de Agave tequilana como

fuente de carbono.

Con las masas obtenidas de la digestion triptica se buscé la identidad de

las proteinas en las bases de datos (NCBI y Swisprot) del software Mascot;

como se indica en la Figura 20 las secuencias de los péptidos similares son

resaltadas en rojo.

Las proteinas con mejores puntajes que se encontraron en la busqueda

se muestran agrupadas por categorias funcionales en la tabla 4.
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Figura 19. Imagen patrén obtenida por PDQuest. Se indican las manchas a

analizar en los geles bidimensionales de B. longum.
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NRGLLFPPSFG
GIRFVQGTFD
KQLAASGLSR
IDHYLGKETV
YYDGIGAARD
KDLAAHTARG
RUAGVPFYLR
VOPDEGVTMR
VLLGDPPLFP
MLARDGRHWER

LRDSRDLRLP
LTGFARRDWT
DPEAFERLSA
SSEGAWRRYIL
QWLLALRF AN
VIONHLLQLM
OYAKGWQBSH
CGERLGKRVT
FGAKVPGGST
TTEEVNLSWE
MP

RIAGPCSLVI
QERFIEFVKA
TVQELDRDRG
IEKPFGHDLA
AMYEP IWNAN
ALTAMEEPVS
EVVGYLEEKG
EIAVVFERAP
MEVRDVHMDF
ILDPIEQFWS

FGVTGDLAQK
AVORHCRTEF
TQGHHAFYMS
SAKELDSVVS
YVDHVQITHMA
FTAKDLTAEK
IDPKSTTETY
HLPFEQTAVR
SYGRSFTENS
TLGOPQAYRA

6.36

next residue is P

ELLPAVYDLA
KESTWRNLAR
VEPPRAFPQVA
EVFDPSSVFR
EDIGIGGRAG
TKVLSAVERLP
ALRTRLDIDTR
ELGENAIVIR
PEAYERLILD
GTWGPAQADE

obtenidos por espectrometria de masas de B. longum.

Figura 20. Resultado obtenido de la base de datos Mascot a partir de uno de los datos
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Tabla 5. Proteinas selecionadas de B. longum identificadas por MASCOT

. * No. de
Categoria Punto POSIBLE FUNCION dciBEn pl Masa Score
Complejo, piruvato / 2-oxoglutarato deshidrogenasa ZP_0012162
BL02 dihidrolipoamida aciltransferasa componente (E2) y 2 40 ke e
enzimas relacionadas
METABOLISMO ; ZP_0012090
DE CARBOHIDRATOS BLO3 Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa 9 6,36 57198 49
BL17 ZP0012192 558 10806 40
BLO1 Regulador de consumo de fosfato ZP—O?M 83 455 24776 31
BLO4 C:mp?ne{:te pféiglésmico del sistema transportador de ZP_0%12131 465 46947 22
TRANSPORTE aEncarespa
BL18 Permeasa de la superfamilia principal de facilitadores ZP—0%12147 465 45104 37
BL14 DppD NP_696553 591 73293 32
BL15 Bifuncional shikimato cinasa / 3-dehidroquinato sintetasa AAN24690 579 58733 31
METABOLISMO DE
AMINOACIDOS BLOG ZP_00712076 495 48880 35
BLO5  ValylRNA sintetasa YP 910313 527 ”’225 39
TRADUCCION
BL12 NP_695919 7.78 51212 29
BL10 Probable proteina de replicacion, rep AAN31777 8.95 34278 33
REPLICACION
BL13 YP_232881 9.90 29707 37
PRODUCCION DE . ] ZP_0012176
ENERGIA BLO7 Subunidad beta de la ATP sintetasa tipo FOF1 0 477 53451 40
MODIFICACIONES
POST BLO8 Pseudouridina sintetasa YP_909337 9.41 26265 34
TRANSCRIPCIONALES
BL16 Glutamato-ammonio-ligasa adeniltransferasa AAN24610 5.81 12080 21
MODIFICACIONES 9 : 2
POST
TRADUCCIONALES BLO9 Compopente de la proteasa Clp con especificidad YP_ 009452 550 52176 36
dependiente de ATP
SINTESIS B8 BL11 YP_900259 546 54535 34

EXOPOLISACARIDOS

*En rojo: proteinas aumentadas en B. Jongum usando fructanos como fuente de carbono, en azul: proteinas similares y

en amarillo: proteinas disminuidas
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En los puntos de interés seleccionados para el analisis por
espectrometria de masas, se encontraron proteinas involucradas en el
metabolismo de carbohidratos como la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(punto BL17, el cual se encuentra disminuido), presente en la glicdlisis;
también se encontré la glucosa 6-fosfato 1-deshidrogenasa (punto BLO3, el
cual permanece sin cambios), esta enzima se encuentra presente en la via de
las pentosas fosfato; ademas encontramos el componente E2 de las
piruvato/oxoglutarato deshidrogenasas (punto BLO2, en aumento), que son
complejos enzimaticos con estructuras y mecanismos muy similares, la primera
requerida para la conversidén de piruvato en acetil coenzima A, iniciando el ciclo
de krebs, y la segunda dentro de este ciclo participa en la transformacion del 2-
oxoglutarato en succinil coenzima A. Se identific6 una permeasa de la
superfamilia principal de facilitadores (punto BL18, sin cambios), gue son

permeasas, las cuales exhiben especificidad por metabolitos de este ciclo.

Via de principal de la Fructosa 6-fosfato fosfocetolasa Glucosa
Via de las pentosas fosfato Hexocinasa
Ciclo de Krebs Glucosa -6P

: Gl 6P
Fructosa -6P = Eritrosa -4P v% la‘soumc?;:sa
Transcetolasa Fructosa -6P

- _FWAoetil fosfato
Sedoheptulosa -7P ‘< > Gliceraldehido -3P Acetato
Transaldolasa cinasa
A % FEPPK
Riboea-5P. " "= squesesp——EEPE L L 0
Glucosa -6P Gliceraldehido 3P
. Ribulosa 5P deshidrogenasa (disminuida)
Glucosa 6P epimerasa

1,3 Bifosfoglicerato

deshidrgenasa 2
Fosfoglicerato

6 Fosfogluconolactona — . 6P Gluconato —_____, Ribulosa 5P cinasa
6P Gluconato 3P Glicerato
U onaldcoliney deshidrgenasa Fosfoglicerato
mutasa
2P Glicerato
Enolasa
; Fosfoenoipiruvato
Succinato : :
. deshidrgenasa Fumarasa Piruvatocinasa
Succinato *Fumarato + Malato Pi i
s - Juvato Lactato
Succinil CoA 5 : deshidrgenasa
Sintetasa deshidrgenasa Complejo Piruvato
£ deshidrogenasa
Succinil CoA Oxalacetato (elemento E2 aumentado)

Complejo oxoglutarato ’
deshidrogenasa Acetil CoA

(elemento E2 aumentado) Citratiocinasa

2-oxoglutarato +——— Isocitrato———— Citrato
Isacitrato Aconitasa

deshidrgenasa

Figura 21. Vias del catabolismo de carbohidratos en Bifidobacterium longum. Se
muestran en rojo las enzimas encontradas mediante el analisis en MASCOT.
(Fuente: www.genome.jp/kegg/pathway.htmil)
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En bifidobacterias se encuentran presentes estas rutas (Figura 22) para
el catabolismo de carbohidratos junto con la via caracteristica de la F6PPK
(Klijn et al., 2005).

En su analisis protedbmico Yuan et al.(2006) reportaron que la glucosa y
la fructosa son catabolizadas por la misma via, pero el aumento mas
significativo que ellos repartan es en un punto caracterizado como un elemento
de perteneciente transportador tipo ABC cuando la fuente de carbono es
fructosa.

En el caso del crecimiento en fructanos observamos que esta presente
un componente periplasmico tipo ABC del sistema de transporte de azlcares
(punto BLO4, el cual se encuentra aumentado), se ha reportado que en el
genoma de B. Jongum algunas glicosilhidrolasas y transportadores de
oligosacaridos estan organizados en grupos con una arquitectura modular
conservada (Schell et al. 2002), en los cuales se incluye este tipo de
transportador junto con un regulador transcripcional tipo Lacl y de esta manera
el control de la expresion de los genes catabdlicos se presume ocurre en
respuesta a la disponibilidad de azlcares (Figura 21), en este caso los

fructanos encenderian una respuesta especifica para su utilizaciéon como

o

w

s

Figura 22. Grupos de genes para utilizacion de oligosacaridos. Los genes
estan representados por la flechas. IS, secuencias insertadas; F, E y R,
subunidades de las permeasas tipo MalF y MalG y proteina de unién soluble
MalE de los transportadores ABC; R, represor tipo Lacl; Arab, arabinosidasa;
BGal, B-galactosidasa, aGal y aMan, a galactosidasa y manosidasa; GlycH,
Glicosil hidrolasa de especificidad desconocida, Isomal, Isomaltasa; NAcGlc, N-
acetil glucosaminidasa; asteriscos marcan genes de reciente duplicaciéon
(adaptado de Schell et al. 2002).

fuente de carbono
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Los resultados reflejan que cuando B. longum crece en fructanos estos
inducen una respuesta fisiolégica compleja en la cual toman parte proteinas
de distintas categorias funcionales. Esta respuesta se ve reflejada en la
caracterizacion de proteinas con distinto nivel de expresiéon, donde
encontramos proteinas involucradas desde niveles de replicacion de ADN,
modificaciones  posttranscripcionales, traduccion y  modificaciones
posttraduccionales, (puntos BL13, BL08, BL12 y BL16); hasta el metabolismo
de aminoéacidos, sintesis de exopolisacaridos y produccién de energia (puntos
BLO6, BL11 y BLQ7).

Estudios similares, a la presente investigacion, realizados por Zhao et
al. (2007) con Pseudomonas alcaligenes y por Uwins et al. (2006) con
Helicobacter pylori, muestran que los cambios en el proteoma de estos
microorganismos ocurren en respuesta o adaptacion al ambiente en que se
encuentren; asi las alteraciones en nutrientes, temperatura y exposicion a
quimicos, entre otras, ocasionan cambios en la expresion de proteinas.

En B. longum se ha estudiado el efecto de las sales biliares, a las que
estan naturalmente expuestos, mediante las diferencias en patrones de
expresién de proteinas, igualmente se encuentran cambios en proteinas de
distintas categorias, trascripcién, traduccién, metabolismo de aminoacidos y
nucleétidos, y algunas enzimas de la glicolisis y del catabolismo del piruvato.
Por otra parte, se resalta las proteinas de respuesta a estrés como parte del
proceso de adaptacion al ambiente intestinal asegurando la supervivencia del

microorganismo (Sanchez et al., 2005).
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VIll. CONCLUSIONES

El probiético Bifidobacterium longum fue capaz de utilizar fructanos de
Agave tequilana como fuente de carbono, esto podria significar un nuevo uso

del agave independiente a la elaboracién de tequila.

Los cambios observados en los geles bidimensionales muestran
proteinas diferenciales, al usar fructanos como fuente de carbono. Se
encontraron proteinas involucradas en el transporte, como el elemento del
transportador ABC, y enzimas del catabolismo de carbohidratos, junto con

proteinas con distintas categorias funcionales.

Estos cambios a nivel del proteoma junto con el cambio en las
dimensiones de la bacteria, son el resultado del uso de fructanos como fuente

de carbono.

Finalmente, con este trabajo se pretende aportar conocimiento,
sustentado por estudios cientificos, de la capacidad de Bifidobacterium longum
para usar fructanos de Agave. Contribuyendo al desarrollo de alimentos

funcionales, los cuales se han popularizado aumentan su demanda y valor.
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APENDICES

A. Solucién de extraccion acida

Concentracion final | Cantidad
Urea 7™ 42g
Tiourea 2M 1.5¢
CHAPS 4 % (wiv) 044
Acido citrico 80 mM 0.15g
H,O MilliQ a 10 mL

B. Solucion de rehidratacion

Concentracion final | Cantidad
Urea 8M 12 g
CHAPS 2 % (wiv) 05¢g
Azul de bromofenol 0.002 % 50 uL
H,O MilliQ a25mL

*DTT (Ditiotrietol) e IPG Buffer o Pharmalyte son afiadidos justo antes de su

Uso:

Adicionar 7 mg de DTT por 2.5 mL de solucién de rehidratacion.

0.5 % IPG Buffer (12.5 uL por 2.5 mL).
** Almacenar en alicuotas de 2.5 mL a -20 °C.

C. Stock de Azul de bromofenol

Concentracion final | Cantidad

Azul de bromofenol 1% 50 uL
Tris - base 50 mM 60 mg
H,O MilliQ 10 mL

D. Buffer de equilibrio SDS (Dodecil sulfato de sodio)

Concentracion final | Cantidad

Tris-HCI, pH 8.8 50 mM 10 mL
Urea 6 M 72.07 g

Glicerol 30% (viv) 69 mL

SDS 2 % (VIv) 404g

Azul de bromofenol 0.002 % 50 pL

H,O MilliQ a 200 mL
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E. SDS 10%

Concentracion final | Cantidad
SDS 10 % (v/v) 504¢
H.O MilliQ 50 mL

F. Persulfato de amonio 10 %

Concentracion final

Cantidad
Persulfato de amonio 10 % 019
H.O MilliQ 1.0mL
G. SDS buffer de electroforesis
Concentracioén final | Cantidad
Tris-base 25 mM 30.3¢g
Glicina 192 mM 144.0 g
SDS 0.1 % (viv) 10 g
H,O MilliQ a 200 mL
H. Agarosa al 5 %
Concentracion final | Cantidad
SDS buffer de electroforesis 100 mL
Agarosa 0.5% 05¢g
Azul de bromofenol 0.002 % 200 pL

l. Gel desnaturalizante de poliacrilamida 12%

Componente | Cantidad
Acrilamida | 1.584 mL
Agua 1.356 mL
Tris pH 8.8 1.0 mL
SDS 10% 40.0 pL
PSA 20.0 pL
TEMED 2.0 uL
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J. Composicién del medio minimo

Componente | Cantidad’
Na,HPO4 064
NH.CI 019
NaCl 0.05g
MgSO4 0.01g
Peptona 05¢
Fuente de carbono’ 19
Cisteina 0.05¢g

* Cantidades para un volumen final de100 mL
** En el caso de fructanos se uso 2 g
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