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Introduccidn. El glifosato (GP) es una molécula con
presencia de un enlace C-P estable y es el herbicida
mas utilizado en el mundo por su papel central en el
cultivo de cultivos genéticamente modificados (). La
presencia de GP esta muy extendida en diversos
ecosistemas, lo que ha causado una afectacion
negativa en humanos y otros organismos dentro de las
cadenas troficas @. Al dia de hoy, no existe un proceso
estandarizado para remediar los efectos
medioambientales del GP por lo que es necesario
aprovechar los recursos biolégicos disponibles para
buscar la mitigacion del problema.

El objetivo de este proyecto es aislar una nueva

enzima de origen bacteriano capaz de biodegradar

GP por una via alternativa a la C-P liasa,

independiente de los niveles de fosfato, que podria

ofrecer una herramienta de biorremediacion de

aplicacion practica.

Metodologia. La produccion de la enzima fue inducida
cultivando la cepa B. cereus 6P en medio minimo con
1 mM GP como Unica fuente de P a 28 °C, 150 rpm.
Después de 120 h, las células se separaron del medio
por centrifugacion, se lavaron dos veces y se
resuspendieron en buffer 50 mM Tris-HCI, pH 7. El
extracto enzimatico (EC) se obtuvo por sonicacion: 15
min, 80% amplitud. Se determiné la composicion
proteica del EC mediante SDS-PAGE (15%
poliacrilamida [PA]). La actividad enzimatica del EC se
determind midiendo la liberaciéon de fosfato a 620 nm
usando la formacion del complejo Verde Malaquita
después de 1 hora de incubacién a 30 °C. El medio de
reaccién contenia: 50 mM Tris-HCI (pH 7 u 8), 0.01 mM
FAD, 10 mM MgClz, 0.035 mM GP y EC (concentracion
en medio de reaccion 3 mg/mL proteina).

Resultados.
Tabla 1. Ensayos de actividad enzimatica de EC, tiempo de
incubacion 1 h, 30°C.

Muestra | Actividad especifica* (U/mg) | % degradacion
pH7.0 2.24 91.63
pH 8.0 2.32 95.28

*U= cantidad de enzima que libera 1uM de fosfato-min-'.
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Fig. 1. SDS-PAGE. Se llevo a cabo en un gel PA 15%, 80/120 V.
Carril 1: marcador de estandares proteicos con distintos pesos
moleculares (en kDa), proteinas usadas: miosina (200), B-
galactosidasa (116), fosforilasa B (97), albumina (66),
deshidrogenasa glutamica (55), ovoalbuimina (45), gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (36), anhidrasa carbonica (29),
tripsinégeno (24), inhibidor de tripsina (20), a-lactoalbumina (14.2),
aprotinina (6.5); carril 2: preparacién de enzima degradadora de
GP.

Conclusiones. El extracto crudo obtenido de la
homogenizacién del cultivo B. cereus 6P logré una
degradacion de 91.63% y 95.28% del glifosato en 1 h
a 30°C a pH 7.0 y 8.0, respectivamente. El gel SDS-
PAGE muestra la presencia de 6 bandas proteicas bien
diferenciadas de las cuales al menos una es la
responsable de la actividad de degradacion observada.
Se pretende realizar una cromatografia de exclusién
por tamafo para obtener una fraccion pura de la
enzima de interés.
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