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Resumen

Las a-L-ramnosidasas desempenan un rol clave en jugos de uvas y bebidas derivadas aumentando su aroma;
y en jugos citricos eliminando su amargor. El objetivo del trabajo fue el estudio y caracterizacion parcial de
microorganismos marinos procedentes de diferentes zonas costeras del Canal de Beagle y de contenidos
intestinales de organismos benténicos con actividad a-L-ramnosidasa. A partir de 58 aislamientos cultivados en
medio mineral de Brunner (MMB) con ramnosa, fueron seleccionados 10 microorganismos por presentar buen
crecimiento a 8 y 20 °C. A través de la determinacion cuantitativa de la actividad a-L-ramnosidasa, se demostré
que los aislamientos F6 y G33 presentaron los mayores valores de actividad a 30 °C (250,2 U.L-1) y a 37 °C (411,7
U.L-1). Los aislamientos seleccionados fueron identificados molecularmente como pertenecientes a los géneros
Serratia y Pseudomonas. Los resultados de este trabajo indican que las enzimas a-L-ramnosidasas presentes en
las cepas Serratia sp. Fé6 y Pseudomonas sp. G33 tienen un uso potencial en procesos biotecnolégicos.

Palabras clave: o-L-ramnosidasa; Pseudomonas sp. G33; Serratia sp. F6; Canal de Beagle.

Abstract

a-L-rhamnosidase plays a key role in grape juice and derived beverages processing by enhancing the aroma
and in citric juices by removing bitterness. The aim of this work was to study and partially characterize marine
microorganisms from different coastal areas of the Beagle Channel and intestinal contents of benthic organisms
with a-L-rhamnosidase activity. A total of 10 microorganisms were selected because of their proper growth in
MMB supplemented with rhamnose as the sole carbon source, at 8 and 20 °C. According to the quantitative
determination of the a-L-rhamnosidase activity, G33 isolate showed the highest activity values at 37 °C (411.7 U.L-1),
followed by Fé isolate at 30 °C (250.2 U.L-1). Molecular identification methods classified the isolates Fé6 and G33 as
Serratia and Pseudomonas genera respectively. The results showed that o-L-rhamnosidase enzymes from Serratia
sp. F6 and Pseudomonas sp. G33 strains are promising to be used in biotechnological strategies.

Keywords: a-L-rhamnosidase; Pseudomonas sp. G33; Serratia sp. Fé, Beagle Channel.

Introduccion

Los microorganismos secretores de glicosil-hidrolasas
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y
juegan un papel importante en la hidrolisis y el catabolismo
de polisacaridos (1). La L-ramnosa o 6-desoxi-L-manosa
es un carbohidrato cominmente encontrado en muchos
tejidos vegetales formando parte estructural de flavonoides
glicosilados, terpenilglicdsidos, pigmentos de plantas y
complejos heteropolisacaridos. Los flavonoides glicosi-
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lados, tales como naringina, hesperidina y rutina, y los
terpenilglicosidos se encuentran presentes en varios frutos
(2). Los alcoholes monoterpénicos como geraniol, linalool
y a-terpineol son las sustancias mas importantes que otor-
gan aroma a las bebidas alcohdlicas como el vino (3,4).
Un gran numero de monoterpenos se encuentran presentes
en su forma inodora, conjugados a diglicésidos, como por
ejemplo, 6-O-a-L-ramnopiranosil-B-D-glucopirandsidos,
6-0-a-L-arabinofuranosil-B-D-glucopiranésidos y 6-O-f3-
D-apiofuranosil-f-D-glucopiranésidos. Se ha informado



Adriana E. Alvarenga et al.. Seleccion y Caracterizacion de Cepas Psicrotolerantes con... 49

que la hidrdlisis enzimatica de estos diglicdsidos ocurre en
dos pasos secuenciales: primero a-L-arabinofuranosidasa,
a-L-ramnosidasa (o B-D-apiofuranosidasa) catalizan la
ruptura del enlace (1-6), seguido de la liberacion de los
componentes aromaticos del monoglucosido por la accion
de la B-D-glucosidasa (5, 6).

Debido a su alta especificidad, la hidrolisis enzimatica
libera los terpenoles unidos a los residuos glicosidicos con
mayor rapidez y de manera selectiva sin provocar altera-
ciones estructurales de los monoterpenos, desarrollando
asi un aroma mas natural (7, 8, 9). Cuando se emplean
enzimas en la modificacion de alimentos y compuestos
orgéanicos volatiles, es conveniente realizar estos procesos
a bajas temperaturas (10). Las enzimas frio-activas ofrecen
beneficios econdmicos a través de ahorros energéticos: no
requieren pasos de calentamiento costosos debido a que
funcionan en ambientes frios; proveen cinéticas de reac-
cion incrementadas; presentan un alto nivel de estereos-
pecificidad; minimizan reacciones quimicas indeseables
que pueden ocurrir a altas temperaturas y exhiben elevada
labilidad térmica, lo que permite un control preciso del
proceso de biocatalisis (10, 11). La posibilidad de ser
inactivadas con calor tiene una particular relevancia en
la industria alimentaria, donde es importante prevenir
cualquier modificacion del producto y de sustratos origi-
nales sensibles a la temperatura. Esto también representa
un beneficio en procesos secuenciales donde la accion de
una enzima necesita ser finalizada antes de que la proxima
etapa del proceso se realice. Con las enzimas frio-activas
esto puede ser logrado por inactivacidn térmica, en vez
de procesos de inactivacion como la extraccion quimica.
Las enzimas frio-activas también pueden ser aplicadas
en mezclas de solventes acuosos-organicos o no acuosos
en la sintesis organica (11, 12). La expresion de enzimas
capaces de catalizar reacciones a bajas temperaturas forma
parte de los mecanismos de adaptacion de los organismos
psicréfilos y/o psicrotolerantes (13).

Las aguas del Canal de Beagle presentan atractivos
considerables si tenemos en cuenta que, por estar en
zonas costeras (Ushuaia), son de facil acceso y presen-
tan temperaturas que oscilan entre los 4,5 y los 10 °C,
de acuerdo a las estaciones (http://www.hidro.gov.ar/
ceado/ceado.asp). Estas temperaturas se encuentran en el
rango de crecimiento de los microorganismos psicréfilos
y/o psicrotolerantes, por lo que estas aguas serian una
potencial fuente de microorganismos capaces de crecer y
producir enzimas con elevadas actividades especificas a
bajas temperaturas (14). Ademas, los sedimentos presentes
principalmente compuestos de materiales lignoceluldsicos
con una gran proporcién de flavonoides, constituyen el
alimento principal de los organismos bentonicos habitantes
de la zona (15).

Debido a las ventajas que presentan, en los ultimos afos
se ha prestado mayor atencion a las enzimas frio-activas, y
entre ellas, a las a-L-ramnosidasas. Dado el gran potencial

biotecnologico de estas enzimas el objetivo del presente
trabajo fue la seleccion y caracterizacion de microorga-
nismos con actividad a-L-ramnosidasa aislados a partir de
muestras de agua de mar provenientes de diferentes zonas
del Canal de Beagle.

Materiales y métodos

Microorganismos. Se utilizaron 58 aislamientos
bacterianos previamente obtenidos a partir de muestras
procedentes de diferentes zonas del Canal de Beagle (S
55°, W 67°), Tierra del Fuego, Argentina (16). Los aisla-
mientos bacterianos se realizaron a partir de muestras de
agua de mar correspondientes a las zonas de Bahia Ushuaia
(S 54°49.665’; W 68° 16.473”), Punta Segunda y Bahia
Ensenada (S 54° 51.156°; W 68° 29.503”), Bahia Lapataia
(S 54°51.618°; W 68°33.607’); como asi también de con-
tenidos intestinales de organismos benténicos: langostillas
(Munida subrugosa), centollones (Paralomis granulosa),
erizos (Pseudechinus magellanicus) y lapas (Nacella (P,)
deaurata) colectados en las regiones mencionadas.

Seleccion de cepas. Los 58 aislamientos fueron cultiva-
dos en medio mineral de Brunner (MMB) sélido y liquido
utilizando como fuente de carbono ramnosa comercial
(Sigma—Aldrich, St. Louis, EE.UU.) o naringina. Los
aislamientos fueron incubados a 8 y 20°C durante 14 dias,
con valoresdepHde 5y 7.

Medios de cultivo. Medio para la seleccidon de mi-
croorganismos. Se emple6 como medio de cultivo sélido,
medio mineral de Brunner (MMB) conteniendo (g L™'):
NaH,PO, (2,44), KH,PO, (1,52), (NH,)2S0, (0,50), CaCl,
(0,05), NaCl (20), Agar (15) y ramnosa o naringina (5).
Agregar 10 mL de elemento traza SL4 y 990 mL de agua
destilada. Elemento traza SL4 contiene (g L™"): EDTA
(0,5), FeSO,.7H,0 (0,4). Se agrega 100 mL de elemento
traza SL6 y 900 mL de agua destilada. Elemento traza SL6
contiene (g L™): ZnSO,.7H,0 (0,1), MnCl,.4H,0 (0,03),
H,BO, (0,3), CaCl,.6H,0 (0,2), CoC1.2H,0 (0,01), NiSO,
(0,02), Na,MoO,.2H,0 (0,03). La fuente de carbono fue
adicionada en una concentracién de 5 g L™\

Medio so6lido Luria Bertani modificado (LBm) conte-
niendo (g L™'): extracto de levadura (3), peptona de carne
(5), NaCl (20), agar (15) y ramnosa o glucosa (5).

Los valores de pH de los medios utilizados se ajustaron
empleando NaOH 0,1 N o HCI 0,1 N. Posteriormente, los
medios se esterilizaron por autoclave a 121 °C por 15
minutos.

Caracterizacion de las cepas seleccionadas

Morfologia. La morfologia de las colonias fue deter-
minada por la observacion macroscépica directa de las
mismas en medio s6lido. Ademas, se realizo tincion de
Gram y observacion microscdpica.

Propiedades Bioquimicas. Se utiliz6 un sistema del tipo
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API 20NE (Biomerieux S.A., Francia) para la determina-
cién de los perfiles de asimilacion de fuentes de carbono y
presencia de actividades enzimaticas. Los microorganismos
estudiados fueron desarrollados en medio LBm liquido.

Prueba de catalasa. Para determinar la presencia de la
enzima se afladi6 unas gotas de una solucion de peréxido
de hidrdégeno al 3% sobre un cultivo en fase exponencial
del microorganismo en estudio. La aparicion de burbujeo
inmediato, por la descomposicion del perdxido de hidro-
geno, se considerdé como positivo.

Rango de Crecimiento. Teniendo en cuenta la definicion
de psicrofilos y psicrotolerantes de Morita (17), se evalud
el crecimiento en medio de enriquecimiento agarizado a
diferentes temperaturas (4, 10, 20, 30 y 37 °C). Las cepas
se desarrollaron en medio LBm s6lido con glucosa (5 g
L") y fueron incubados desde 4 a 37 °C a pH 7.

Determinacion de actividad o-L-ramnosidasa. La activi-
dad a-L-ramnosidasa fue ensayada de la siguiente manera:
se mezclaron 0,9 mL de buffer fosfato de sodio 100 mM
(pH 7) con 0,015 mL de 4-nitrofenil-a-L-ramnopiranosido
(Sigma—Aldrich, St. Louis, EE.UU.) 100 mM disuelto en
dimetilformamida y luego se adiciond 0,1 mL del extracto
(extracto libre de células o sobrenadante). La mezcla de
reaccion fue incubada en un rango de 10 a 37°C durante 1
h; la reaccidon fue detenida agregando 0,1 mL de NaOH 1
M, y luego se midio la absorbancia en un espectrofotome-
tro Beckman Coulter DUS00 (EE.UU.). El incremento de
la absorbancia a 420 nm fue proporcional a la cantidad de
4-nitrofenol liberado. Una unidad de actividad enzimatica
(U) se define como la cantidad de enzima necesaria para
liberar un umol de 4-nitrofenol del sustrato por minuto por
litro, bajo las condiciones del ensayo.

Preparacion de las proteinas totales. Se inocularon las
cepas seleccionadas en medio liquido MMB con ramnosa
y se incubaron a 25 °C durante 72 h con agitacion (200
rpm). Posteriormente, se centrifugd a 30.000 g durante 10
min para separar las células del sobrenadante. Las células
fueron lavadas dos veces con solucidn fisiologica estéril
centrifugadas a 30.000 g durante 10 min, luego se procedio
a romperlas utilizando prensa French a 12.000 psi. De esta
manera se obtuvieron dos fracciones que se utilizaron en
las pruebas posteriores: contenido intracelular y sobrena-
dante libre de células. A ambas se les adicion6 fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF, Sigma—Aldrich, St. Louis,
EE.UU.) en una concentracion de 0,1 mM. Para concentrar
las proteinas presentes, se utilizaron membranas filtrantes
con limite de filtracion de 50 kDa (Centricon, Millipore,
EE.UU.). La concentracion de proteinas se midio por el
método de Bradford (18).

Identificacion molecular. La extraccion de ADN se reali-
76 segun la técnica descripta por Hoffman y Winston (19).
Para la amplificacion se utilizaron cebadores universales
con especificidad para genes del ADNr 16S eubacteriano
(cebador sentido 27F y cebador antisentido 1492R). Las
secuencias fueron depositadas en la GenBank (Serratia
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sp. F6: FR754553; Pseudomonas sp. G33: FR731132).
Las secuencias pertenecientes al mismo género o especies
cercanamente relacionadas publicadas en las bases de datos
(GenBank y RDP II) fueron alineadas y el analisis filoge-
nético fue inferido por el método de Maxima Verosimilitud
(20) usando la distancia evolutiva de Kimura 2-parametros
(21). Los arboles filogenéticos fueron construidos utili-
zando el programa MEGA 6, con 1.000 réplicas (22) para
representar la historia evolutiva de los taxones analizados.

Andlisis estadistico. Los ensayos se realizaron por
triplicado mediante dos experimentos independientes.
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa
Infostat version 2008 (23). Los resultados se presentan como
la media + desviacion estandar. Los resultados experimenta-
les se analizaron mediante ANOVA (Tukey-post test).

Resultados y Discusion

Seleccion de microorganismos productores de
actividad a-L-ramnosidasa

Los ambientes marinos existentes en Argentina, poseen
numerosos nichos con gran biodiversidad para llevar a
cabo la busqueda y seleccidon de microorganismos con
potencial biotecnoldgico. En particular, las regiones ma-
rinas sub-antarticas y antarticas, remotas y en su mayoria
pristinas, contienen comunidades microbianas adaptadas a
condiciones climdticas extremas (24). Es por ello, que las
muestras utilizadas en este trabajo para el aislamiento de
microorganismos psicrofilos y/o psicrotolerantes represen-
tan una importante fuente potencial para la bioprospeccion
de nuevas enzimas de interés industrial.

De un total de 58 aislamientos realizados en nuestro
laboratorio (15), fueron seleccionados 10 microorganismos
(Tabla 1) por su capacidad de crecer en medio MMB so6lido
a8y 20°Cyvalores de pH 5y 7 (Figura 1), con ramnosa
o0 naringina como Unica fuente de carbono.

Otros autores han demostrado que los microorganismos
aislados del Canal de Beagle, fueron capaces de producir
actividad a-L-ramnosidasa (15, 25) y otras enzimas de in-
terés biotecnologico, como ser celulasas, -D-glucosidasas,
amilasas y proteasas (16,26).

Figura 1: Desarrollo de los aislamientos microbianos en placas con
medio MMB so6lido con ramnosa incubadas a 8 °C, pH 5 (placa izquier-
da) y pH 7 (placa derecha).
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Tabla 1: Microorganismos seleccionados aislados a partir de organis-
mos bentonicos y agua de mar provenientes del Canal del Beagle.

Muestras Hospedador especifico/Lugar Aislamientos
Contenidos Paralomis granulosa D1, D2, D3,D5
Intestinales de Nacella ®) d " L85 07 F3.F6
Organismos acella (P.) deaurata as Q7, F3,
bentonicos Munida subrugosa E3
Agua de mar Bahia Lapataia G33
Bahia Ensenada A7

Los sobrenadantes y los extractos libres de células de
los 10 microorganismos en estudio fueron sometidos a una
determinacion cuantitativa de la actividad a-L-ramnosidasa
a 10 °C y pH 7. No se detectaron valores de actividad en
los sobrenadantes de cultivo bajo las condiciones ensa-
yadas. A partir de los valores detectados en los extractos
libres de células de las diez cepas analizadas, se seleccio-
naron dos cepas (F6 y G33) por presentar los mayores
valores actividad ramnosidasa (Tabla 2) con diferencias
significativas (p=0,005). El aislamiento F6 fue realizado a
partir del contenido intestinal de Nacella (P.) deaurata 'y el
aislamiento G33 a partir de muestras de agua recolectadas
de Bahia Lapataia.

Tabla 2: Actividad a-L-ramnosidasa en extractos libres de células.

Aislamientos Actividad enzimética (U. L")
G33 16,12 £ 0,112
F6 11,01 +0,02 ®
E3 8,15 +0,06 ¢
D5 6,01 0,14 ¢
LasQ7 2,01 +0,28¢
D3 1,01 0,35 ¢
A7 ND
D1 ND
D2 ND
F3 ND

Valores con las mismas letras (a-d) indican que no
existen diferencias significativas (p >0,05) segun el test de
Tukey. ND: no se detecto actividad bajo las condiciones
de ensayo.

Identificacion y caracterizacion de las cepas
seleccionadas

Mediante la secuenciacion del ADNr 16S amplificado
y posterior comparacion con base de datos del NCBI, los
aislamientos F6 y G33 fueron clasificados dentro de los
géneros Serratia'y Pseudomonas, respectivamente, con una
identidad del 99% de las secuencias de ADNr 16S. Ambos
géneros pertenecen a la subclase y-Proteobacteria. El
hallazgo de estos géneros concuerda con otras publicacio-
nes, en las cuales se describe el aislamiento e identificacion
de bacterias marinas cultivables pertenecientes a géneros
de la clase gamma-Proteobacteria presentes en diversos
ambientes acuaticos (27, 28, 29).

En base a las secuencias del gen ADNr 16S de los
aislamientos F6 y G33 se construy6 un arbol filogenético
(Figura 2). En el arbol recuperado se puede apreciar que
la cepa G33 se ubica dentro del género Pseudomonas, mas
precisamente en un clado constituido por Pseudomonas
azotoformans, P. fluorescens, P. marginalis, P. mucidolens
P. synxantha y Pseudomonas tolaasii. Por su parte, la cepa
F6 se recupera como grupo hermano del clado constituido
por Serratia plymuthica NBRC 102599 + Serratia grimesii
NBRC 13537; y este a su vez incluido en una gran polito-
mia que retne terminales de los géneros Hafnia, Serratia
y Yersinia.

Las principales caracteristicas morfoldgicas y fisiolo-
gicas de las cepas estudiadas se presentan en la Tabla 3.
Ambeas cepas desarrollaron colonias circulares, convexas,
color crema en medios de cultivo sélidos. Microscépica-
mente consistian en bacilos no formadores de esporas. En
general, las cepas estudiadas exhibieron caracteristicas
comunes a los demas miembros de los géneros Serratia y
Pseudomonas (30, 31).

Teniendo en cuenta la temperatura de crecimiento, los
aislamientos estudiados presentaron un rango de desarrollo
compatible con el concepto de microorganismos psicroto-
lerantes, un hallazgo comtin en ambientes frios (32).

Tabla 3: Propiedades bioquimicas de las cepas Serratia sp. F6 y Pseu-
domonas sp. G33.

F6 G33
Tincion de Gram
Rango de crecimiento 4a30°C 4a30°C
Reduccion de nitratos a nitritos +
Reduccién de nitritos a nitrogeno - +
Fermentacion de glucosa +
Presencia de arginina hidrolasa - +
Presencia de ureasa
Presencia de p-glucosidasa +
Presencia de proteasa y catalasa + +
Asimilacién de glucosa, manosa, + +
manitol, N-acetilglucosamina, gluconato,
caprato, malato, citrato
Asimilacion de L-arabinosa, maltosa +
Asimilacién de acido adipico - +
Asimilacion de acido fenilacético

(-) Negativo, (+) Positivo.

Actividad alfa-L-ramnosidasa de Serratia sp. F6 y
Pseudomonas sp. G33

Por lo general, se ha descripto que las ramnosidasas ex-
hiben un amplio rango de temperatura éptima (33,34). Se
evalu6 el comportamiento de la actividad a-L-ramnosidasa
de Serratia sp. F6 y Pseudomonas sp. G33 a diferentes
temperaturas (Figura 3). La actividad a-L-ramnosidasa del
extracto libre de células de la cepa F6 mostro la mayor
actividad a 30 °C (250, 2 U.L"), observandose valores
similares entre ambas cepas a esa temperatura (p=0,0532).
Sin embargo, el mayor valor de actividad ramnosidasa del
extracto libre de células de la cepa G33 se observd a 37 °C
(411, 7U.LY).
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Pseudomonas tolaasii ATCC 33618 (NR114481.1)
Pseudomonas tolaasii NBRC 103163 (NR114227.1)
Pseudomonas azotoformans NBRC 12693 (NR113600.1)

Pseudomonas tolaasii ATCC 33618 (NR114481.1)
—88|: Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 (NR114476.1)
74 Pseudomonas synxantha NBRC 3913 (NR113583.1)

Pseudomonas mucidolens NBRC 103159 (NR114225.1)
—63|: Pseudomonas marginalis ICMP 3553 (NR117821.1)
Pseudomonas fluorescens ATCC 17397 (AF094727)
Pseudomonas fluorescens ATCC 49642 (AF094732)

65 Pseudomonas sp. G33 (FR731132.1)
{ Pseudomonas fluorescens ATCC 17574 (AF094731.1)

Pseudomonas migulae NBRC 103157 (NR114223.1)

100 ——— Pseudomonas chlororaphis NBRC 3921 (AB680175.1)

50 { Pseudomonas fragi ATCC 4973 (NR024946.1)
100 Pseudomonas fragi NBRC 3458 (NR113578.1)

Pseudomonas putida ATCC 17536 (AF094747)

91

= Pseudomonas flavescens NBRC 103044 (NR114195.1)

Pseudomonas oleovorans ATCC 8062 (NR114478.1)
Pseudomonas oleovorans NBRC 13583 (NR113617.1)
Pseudomonas alcaliphila NBRC 102411 (NR114072.1)
Pseudomonas putida ATCC 17472 (AF094738)

90 Aeromonas caviae CECT 4221 (NR104824.1)
89 { Aeromonas aquariorum MDC47 (EU085557.2)
Aeromonas hydrophila JCM 1027 (NR113342.1)
Aeromonas salmonicida NBRC 13784 (NR113635.1)

95

100

100

{ Klebsiella pneumoniae NBRC 105683 (AB682259.1)
9% Klebsiella pneumoniae JCM 1662 (NR113240.1)
90 L Kilebsiella pneumoniae NBRC 105682 (AB682258.1)

00 Klebsiella oxytoca NBRC 105695 (AB682268.1)
of L
100 Klebsiella oxytoca NBRC 102593 (NR114152.1)
— Erwinia aphidicola NBRC 17 (NR104724.1)
ul— Emwinia persicina NBRC 102418 (NR114078.1)

54 Serratia grimesii NBRC 13537 (NR113616.1)
54 { Serratia plymuthica NBRC 102599 (NR114158.1)
Serratia sp. F6 (FR731128.1)
99 Serratia fonticola NBRC 102597 (NR114156.1)
—|: Serratia glossinae DSM 22080 (NR116808.1)
9 Hafnia alvei ATCC 13337 (NR044729.2)
—99|: Hafnia alvei NBRC 105685 (AB682261.1)
77 Yersinia enterocolitica NBRC 105693 (AB682267.1)
—: Yersinia enterocolitica ATCC 9610 (NR116785.1)
Yersinia bercovieri NBRC 105717 (AB682283.1)
{ Yersinia rohdei NBRC 105715 (AB682282.1)
Phaeobacter gallaeciensis CIP 105210 (NR118540.1)

100 { Phaeobacter inhibens DSM 17395 (KC176241.1)
85 Phaeobacter inhibens DSM 16374 (NR042761.1)

100

96

Figura 2: El arbol filogenético fue construido utilizando el método de Maxima Verosimilitud (20). El arbol consenso se obtuvo a partir de 1000
réplicas (22). Las distancias evolutivas fueron computadas utilizando el método Kimura 2-parametros (21).
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Las temperaturas dptimas exhibidas por las cepas estu-
diadas fueron diferentes a las descritas por otros autores.
La enzima a-L-ramnosidasas de la cepa psicrotolerante
Pseudoalteromonas sp. 005NJ exhibié una temperatura
de 40 °C, en cambio, Aspergillus nidulans demostro
una temperatura de 60 °C (15,35). Sin embargo, valores
similares de temperatura se demostraron en la enzima
ramnosidasa de Brevundimonas sp. Cil9, que present6 un
intervalo 6ptimo de 30 a 37 °C. En coincidencia con los
microorganismos estudiados, esta ultima cepa fue aislada
de muestras de agua de mar provenientes del Canal de
Beagle (36).

400

300 d

Actividad Enzimatica (U/L)

Temperatura (°C)

oF6é B8G33

Figura 3: Efecto de la temperatura sobre la actividad a-L-ramnosidasa
de Serratia sp. F6 y Pseudomonas sp. G33. Las barras con las mismas
letras indican que no existen diferencias significativas (p> 0,05) seglin
el test de Tukey.

conclusion

Las ramnosidasas producidas por las cepas psicrotole-
rantes Serratia sp. F6 'y Pseudomonas sp. G33 demostraron
interesantes valores de actividad enzimatica en este trabajo,
por lo que presentan caracteristicas promisorias para ser
aplicadas potencialmente en procesos de la industria ali-
mentaria y farmacéutica. Ademas, este estudio contribuye
al conocimiento de las bacterias psicrotolerantes aisladas
de muestras del Canal de Beagle, mostrando una variedad
de biocatalizadores que posibilitan encaminar nuevas
investigaciones.
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