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RESUMEN

La clase Actinobacteria comprende un grupo amplio de bacterias Gram
positivas con un alto contenido de Guanina (G) y Citocina (C). En afios recientes
un gran namero de nuevas especies y géneros de ésta clase han sido aislados de
ecosistemas marinos por lo que este ambiente es definitivamente una fuente rica
de estos microorganismos, como ejemplo claro es el caso del género
Micromonospora; quimiorganétrofo, aerobio y, como el resto de la clase
Actinobacteria, se caracteriza por tener un alto contenido de G + C en su genoma.
Entre las caracteristicas distintivas de este género se encuentran la produccion de
hifas septadas y la formacion de esporas individuales. Este grupo es reconocido
por su capacidad innata para la sintesis de metabolitos secundarios, pero es
también reconocida su capacidad para la sintesis de enzimas con actividad
catalitica util en distintas industrias. Dentro de este ambito, no hay estudios acerca
de la actividad lipolitica en aislados del género Micromonospora por lo que el
presente trabajo evalud aislados recuperados del Golfo de California para
establecer como ésta actividad -en caso de que se presentara- pudiera verse
afectada por factores tales como la salinidad del medio de cultivo. En este trabajo,
se evalué la influencia de la concentracién de NaCl y sal marina (SM) sobre la
actividad lipolitica de 30 aislados del género Micromonospora y se establecio una
tendencia de esta actividad al ser evaluada frente a diferentes acidos grasos
(Tweens 20, 40, 60, 80 y 85). Los resultados mostraron que los aislados
pertenecientes a este género son capaces de generar enzimas lipoliticas, bajo
diferentes factores de composicion del medio de cultivo. Se reporté que las
concentraciones de sales afectan directamente el crecimiento de los
microorganismos, sin embargo estos aislados presentan un mejor crecimiento al
ser sometidos a cierto grado de estrés salino, en especial si tienen nutrimentos. Se
encontré que la actividad lipolitica fue muy variable en cada aislado y no esta
relacionada con el origen, con la especie o con el género de estudio.

Palabras clave: Actinobacteria, Micromonospora, actividad lipolitica
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1. INTRODUCCION

1.1. Biodiversidad microbiana marina

Avances recientes muestran que los microorganismos son el grupo biolégico
mas importante en el planeta en términos filogenéticos y de diversidad funcional.
Estudios basados en el andlisis de la secuencia 16S ribosomal, el arbol
filogenético muestra que existen tres dominios de la vida: Archaea, Bacteria y
Eucarya (Woese et al., 1990). Estos dominios juegan colectivamente un papel
significativo en el medio ambiente marino (Das et al., 2006).

El mundo marino constituye un extraordinario reservorio microbiano aunque
representa una fuente poco estudiada. Existen reportes en donde se describe que
entre el 90% y 98% de la biomasa del océano estd constituida por
microorganismos lo que establece un punto de gran importancia si recordamos
que los mares y océanos cubren mas del 70% de la superficie terrestre (Sogin et
al., 2006).

Hasta hace varios afos, el aislamiento de nuevos microorganismos estuvo
orientado hacia aquellos provenientes de ecosistemas en su mayoria terrestres.
Sin embargo, de los ultimos 10 afios a la fecha el descubrimiento de nuevos
microorganismos también se ha ido orientando hacia el estudio de ambientes
inusuales o con condiciones poco comunes. En este sentido el aislar especies
microbianas metabdlicamente adaptadas a un ecosistema diferente realza la
importancia de estudio de nuevas areas microbiologicas tales como la
microbiologia marina y molecular, asi como la diversidad microbiana en
ecosistemas especificos o0 muy particulares (Mincer et al., 2002; Maldonado et al.,
2009).

El medio marino se caracteriza por tener parametros hostiles para el ser
humano como alta presion y salinidad, baja temperatura, ausencia de luz, etc,

Existen bacterias heter6trofas marinas que tuvieron que adaptarse para sobrevivir
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en este entorno, un ejemplo es el requerimientos de Na* para el crecimiento, ya
que es esencial para mantener el medio ambiente osmatico y para la proteccién

de la integridad celular (Gonzélez & Pefa, 2002).

Los microorganismos heterétrofos son los agentes principales que conforman
la composicion orgénica del océano. Estas bacterias heterétrofas comprenden la
mayor parte de las poblaciones microbianas que habitan la columna de agua de
los océanos y son responsables de gran parte de la transformacién bioldgica de la
materia organica y la produccion de dioxido de carbono. Las bacterias no solo
mantienen la naturaleza pristina del medio ambiente, sino que también sirven
como mediadores biolégicos a través de su participacion en los procesos
biogeoquimicos (Das et al., 2006).

Se estima que entre el 90 y 99% de los microorganismos marinos no pueden
ser cultivados bajo condiciones estandar de laboratorio y por lo tanto, su
crecimiento Y fisiologia no pueden ser estudiados en la forma que cominmente se
hace. Asi mismo se sugiere, mediante estudios con técnicas moleculares, que la
biodiversidad alcanza los 3.6X10%° células microbianas/mL en los océanos (Sogin
et al., 2006). Por esta razén, debe considerarse que las técnicas tradicionales de
muestreo y subsecuente cultivo deben ser constantemente actualizadas para asi
proporcionar nueva informacién con respecto a la diversidad de los

microorganismos que existen en muestras ambientales del planeta.

La enorme diversidad microbiana también da lugar a una cantidad sin
explotar de informacion genética, compuestos bioactivos y biomateriales que
podria ofrecer importantes beneficios y aplicaciones utilizables en la biotecnologia
capaces de producir una gran cantidad de compuestos para su uso en la industria
cosmetica, farmacéutica y alimentaria (Sijtsma & Swaaf, 2003). Asi mismo,
algunas de las bacterias aisladas del ambiente marino muestran la capacidad de
degradar hidrocarburos, lipidos y ésteres (Li & Quin, 2005; Yakimov et al., 2007).
Sin embargo, a pesar de la clara importancia de estos organismos marinos y las
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oportunidades que brindan, actualmente se sabe muy poco sobre la microbiota

marina y sus funciones e interacciones ecoldgicas.

1.2. Clase Actinobacteria

La clase Actinobacteria comprende un amplio grupo de bacterias Gram
positivas cuya composicion de bases de ADN es de 63% a 78% guanina mas
citosina (G + C), encontrdndose en el extremo superior de este limite con el
porcentaje de G + C mas alto que cualquier otro grupo bacteriano. La mayoria de
estos organismos son aerobios (oxidativos), aungque algunos de ellos son
anaerobios facultativos u obligados (fermentativos) (Logan, 1994). Las
actinobacterias (antes llamadas “actinomicetos”) comprenden al grupo
Corineforme y al orden de los Actinomycetales (Zhi et al., 2009).

El origen de la palabra *“actinomiceto” tiene wuna larga historia
taxondmicamente confusa. Su origen proviene de los siguientes vocablos griegos:
actino “rayo, haz” y myces “hongo”, por lo que una definicién estricta seria “hongo
radiado”. La primera clasificacion formal de este vasto grupo de microorganismos
la realizaron Waksman y Henrici (1943), al considerar dichos microorganismos
como un “puente evolutivo entre bacterias y hongos”, aunque estudios basados en
la composicién quimica de su pared celular y secuencias del gen 16S ribosomal
ahora los sitian como un grupo distinto a los firmicutes o bacterias Gram positivas
de bajo contenido de G + C (Madigan et al.,, 2009). Fue precisamente la
conjuncion de los estudios mencionados que permitieron a Stackbrandt et al.,
(1997) proponer la clase Actinobacteria (Figura 1).
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Figura 1. Arbol filogenético de los seres vivos (vision global) mostrando la
posicion de la clase Actinobacteria (Zurita, 2012).

La clase Actinobacteria tiene un gran valor biotecnoldgico ya que son los
responsables de la produccién de la mitad de muchos de los metabolitos
secundarios encontrados (Lam, 2006). Entre los metabolitos secundarios que
pueden llegar a producir se encuentran antibidticos, antitumorales,
inmunosupresivos y enzimas. Debido a la excelente trayectoria de las
actinobacterias en este campo, se han disefiado numerosas estrategias para el
aislamiento de éstas a lo largo de la historia. La falta de accesibilidad a habitats
poco comunes como lo constituyen los ecosistemas marinos, poco a poco se ha

ido superando con el avance tecnolégico (Bull et al., 2000).

Hasta hace algunos afios, se creia que las actinobacterias recuperadas de
ambientes marinos so6lo eran miembros de los géneros Micromonospora,
Rhodococcus y Streptomyces. Sin embargo, estudios recientes han también
reportado a los géneros: Actinomadura, Arthrobacter, Dietzia, Gordonia,
Microbacterium, Mycobacterium, Nocardiopsis, Nonomuraea, Pseudonocardia,
Saccharopolyspora, Saccharomonospora, Streptosporangium y Williamsia (Chen
et al., 2005; Maldonado et al., 2005; Gontag et al., 2007; Maldonado et al., 2009).
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Lo anterior es importante si se considera que a pesar de que el ambiente
terrestre cuenta con una gran diversidad, la mayor biodiversidad microbiana del
planeta esta en los océanos (Sogin et al., 2006). Desafortunadamente, se sabe
poco acerca de la diversidad de las actinobacterias en habitats marinos, aunque la
descripcion del primer género actinobacteriano dependiente del agua de mar (es
decir, Salinispora Maldonado et al., 2005) apoya la idea de que el ecosistema
marino todavia es una fuente de diversidad microbiana sin explotar de importancia
econdémica. Por lo tanto, la evaluacion de nuevos enfoques que pudieran mejorar
la tasa de recuperacion de actinobacterias marinas podria ampliar nuestra
comprensién actual de la " verdadera" diversidad de este grupo microbiano. Sin
lugar a dudas, estos puntos son un requisito previo para estudios sobre la
estructura de la biogeografia y la comunidad de Actinobacteria aceleraria las
posibilidades del descubrimiento de metabolitos secundarios (Baltz, 2007).

El éxito en la recuperacibn de nuevas actinobacterias depende
fundamentalmente de la utilizacion y mejoras en las estrategias de aislamiento
selectivos, pretratamientos de muestra y la eliminacion de réplicas de aislar
colecciones (Maldonado et al., 2005, 2008).

1.2.1. Morfologia

Los diferentes géneros que forman parte de este phylum presentan una
enorme diversidad en términos de su morfologia, fisiologia, y capacidades
metabdlicas (Embley et al., 1994; Stach & Bull, 2005; Ventura et al., 2007). La
morfologia de las especies de actinobacteras varian de cocoides (Micrococcus) o
varilla-cocoides (Arthrobacter) a fragmentar las formas de hifas (Nocardia) o
altamente diferenciados micelios ramificados (Streptomyces) (Atlas, 1988).
Macroscopicamente, algunos miembros presentan morfologia colonial similar a las
tipicas colonias bacterianas pero con consistencia particularmente dura o rugosa
mostrando colores caracteristicos que puede ser crema, amarilla, anaranjada,

verde, pardo o incluso negro (Logan, 1994) como se observa en la figura 2.
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Figura 2.- Diferentes Morfologias macroscopicas de algunas colonias de
Actinobacteria. (a) y (b) Dientzia, (c) Gordonia, (d) Micromonospora Yy (e)
Streptomyces. (Maldonado, sin publicar).

1.2.2. Estructura

Las actinobacterias son microorganismos filamentosos, que crecen en forma
de red llamado micelio; esta estructura puede permanecer en la superficie y se le
denomina micelio aéreo, o bien, unida a la superficie del sustrato y se llama
micelio de sustrato. Los filamentos individuales o hifas del micelio se subdividen
en unidades, producto de un crecimiento de la pared celular hacia el interior de la
hifa en intervalos regulares a lo largo de esta estructura. A este proceso se le
denomina septacién y cada una de las septas resultantes contiene una molécula
de ADN; su micelio aun siendo de dimensiones bacterianas es analogo al micelio
gue forman los hongos filamentosos. Una caracteristica particular de las
actinobacterias es que la reproduccion lleva a la formacién de esporas que son
producidas en hifas especializadas, muchas de las cuales se desarrollan sobre el
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filamento aéreo. De manera general estas estructuras carecen de movilidad,
aunque algunos géneros producen esporas flageladas, segun lo indica Bergey's
Manual of determinative bacteriology (Holt et al., 1994).

1.3. Género Micromonospora
Micromonospora, es un género de bacterias de Ila familia
Micromonosporaceae (Orskov, 1923). Son gram-positivos, formadoras de esporas,

generalmente aerdbico, y formar un micelio ramificado.

El género Micromonospora son un grupo de actinobacterias de crecimiento
lento encontrados tanto en ambientes terrestres como acuaticos, marinos y
abundantes en los suelos y sedimentos de agua dulce (Kawamoto, 1984). Las
Micromonosporas son bien conocidas por su capacidad para degradar materiales
complejos, tales como celulosa y quitina (Jendrossek et al., 1997; Kawamoto,
1984; Wohl & McArthur, 2001), lo que confiere a estos organismos un papel
potencialmente importante en el reciclaje de la materia organica particularmente

en ambientes de agua dulce.

Los miembros de este género han sido aislados en nimero creciente, varios
han sido clasificados en funcién de las caracteristicas quimio-taxonémicas en sus
secuencias de ADN de los genes gyrB y 16S rRNA, (Kroppenstedt, 1985;
Kawamoto, 1989; Koch et al., 1996; Kasai et al., 2000). Actualmente, el género
abarca la publicacién de 47 especies con nombres validados (Euzéby, 2012). Hay
algunas especies del género Micromonospora que se han aislado del suelo de
manglares, por ejemplo, M. rifamycinica (Huang et al., 2008), M. rhizosphaera
(Wang et al., 2011) y M. pattaloongensis ( Thawai et al., 2008 ).

El género Micromonospora ha atraido la atencién como fuente util para la
produccion de antibiéticos desde el descubrimiento de la gentamicina complejo C
(Weinstin et al.,, 1963). Del mismo modo, se han encontrado y se siguen
reportando algunos antibidticos obtenidos, por ejemplo, un nuevo complejo
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actinomicina (Wagman et al., 1976), sisonomicina (Itoh et al., 1988), mycinamicina
I'y Il (Kinoshita et al., 1992), arisostatina A y B (Igarashi et al., 2000) y kosinostatin
(Furumai et al.,, 2002). Otras moléculas activas sintetizadas por especies de
Micromonospora son la vitamina B12 (Hirsch et al., 2009) y compuestos
antifungicos (Ismet et al. ,2004). Es por esto que el género Micromonospora se ha
estudiado para entender si puede producir varios tipos de antibioticos, como es el
caso de Streptomyces y Nocardia lata (Kawamoto, 1979).

1.3.1. Morfologia

Entre las caracteristicas distintivas de este género se encuentra la ausencia
de micelio aéreo, la produccién de hifas septadas y la formacion de esporas
individuales. Como parte del ciclo de vida de las especies del género
Micromonospora, durante el desarrollo de la colonia la mayoria de las especies
presentan una coloracién naranja, la cual se va tornando negruzca durante la
esporulacion (Suarez & Hardisson, 1985). Parte del proceso esta caracterizado
por un micelio ramificado bien desarrollado (0.2-0.6 um de didmetro) con esporas
gue nacen como Unicas sobre esporoforos cortos ya sean estas esféricas u ovales
(0.5-1.5 um de didmetro) (Figura 3).

Figura 3. Morfologia microscépica. Micromonospora fulviviridis mostrando esporas
individuales. (Microscopia electrénica; Kroppenstedt et al., 2005).
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Figura 4. Izquierda; Morfologia macroscopica colonias de Micromonospora L5 mostrando
diferentes tonalidades (Hirsch & Valdés, 2009). Derecha; crecimiento- maduracion de una
colonia de M. echinospora (Hoskisson, 2002).

1.3.2. Estructura
Los miembros de este género se consideran especialmente adaptados para
un estilo de vida acuatico debido a la ausencia de hifas aéreas y la produccion de
esporas hidréfilas, en la pared celular contiene glicina y meso (0 meso-3-hyroxy)-
acido diaminopimélico y se clasifica por su pared celular de tipo Il por Lechevalier
y Lechevalier. Asi mismo se reportd, en algunos de los primeros estudios, que las
Micromonosporas, eran las actinobacterias aisladas mas comunes a partir de

sedimentos lacustres (Cross, 1981).

10
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1.4. Enzimas

Las enzimas son moléculas que tienen la funcidon de catalizar todas las
reacciones del metabolismo celular para preservar la integridad de los sistemas
biolégicos (Wiseman, 1985); como cualquier catalizador, éstas acttan reduciendo
la magnitud de la barrera energética para llevar a cabo la conversion quimica de
una sustancia en otra. Su estructura molecular les permite tener ventajas en
comparacion a los catalizadores quimicos como son; alta selectividad, capacidad
de catalizar una amplia gama de reacciones, obtencion de productos con un alto
rendimiento sin la formacién de subproductos y actuar bajo diferentes valores de
pH y temperatura. Estas caracteristicas provocan que sean cada vez mas
utilizadas por diversos sectores entre los que se encuentran: la industria
farmacéutica, de alimentos, de detergentes y la produccién de “quimicos finos”
(Loughilin, 2000; Bornscheuer, 2002).

Las enzimas se clasifican en 6 grandes grupos por reglas enunciadas por la
Unioén Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB), de acuerdo a la
reaccion quimica que catalizan, independientemente de su origen o de la

presencia de grupos prostéticos. Estos grupos se indican en la tabla 1.

Taba 1. Clasificacion de enzimas de acuerdo a la IUBMB

Tipo de reaccion

Clasificacion Subclases representativas

catalizada
. Reacciones de 6xido- Oxidasas, oxigenasas, peroxidasas,
(1)Oxidorreductasas > 4
reduccion deshidrogenasas

Glicosiltransferasas, metiltransferasas,
transaldolasas, transetolasas, aciltransferasas
alquiltransferasas,
transaminasas,sulfotransferasas,
fosfotransferasas, nucleotidiltransferasas

Transferencia de grupos

(2)Transferasas .
funcionales

Esterasas, lipasas, glicosidasas, proteasas,

(3)Hidrolasas

Reacciones de hidrdlisis

sulfatasas, fosfatasas, aminoacilasas, endo y
exo-nucleasas, halohidrolasas.

(4)Liasas

Eliminacion de grupo
para formar enlaces
dobles

Descarboxilasas, Aldolasas, cetolasas,
hidrolasas, deshidratasas, polisacarido liasas,
moniaco liasas

(5)Isomerasas

Isomerizacion

Racemasas, epimerasas, isomerasas

(6)Ligasas

Formacién de enlace
acoplada con la
hidrolisis de ATP

Sintetasas, carboxilasas
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Los nombres de las enzimas van precedidos de las iniciales EC e inician con
alguno de los seis numeros anteriores. Dentro de estos grupos, las hidrolasas
tienen un papel importante dentro de aplicaciones industriales, por lo que sus

propiedades mas importantes se describen a continuacion.

1.4.1. Hidrolasas

Las Hidrolasas (EC 3) son un grupo de enzimas que catalizan la ruptura de
un enlace por la adicién de una molécula de agua, y se dividen en 12 subgrupos
dependiendo del tipo de enlace que hidrolizan. Son enzimas de importancia
bioldgica ya que participan en el catabolismo proveyendo de nutrientes asimilables
a la célula (Bornscheuer & Kazlauska, 2006; lllanes, 2008).

La mayor parte de las biotransfomaciones realizadas en sintesis organica
son llevadas a cabo por las hidrolasas, por presentar caracteristicas como: una
amplia especificidad por el sustrato, aceptando como sustratos algunos
intermediarios sintéticos; presenta alta estereoselectividad incluso hacia los
sustratos no naturales. Ademas de la reaccion de hidrdlisis, las hidrolasas también
pueden catalizar reacciones como condensacion (reaccion inversa a la hidralisis) y
alcohdlisis (ruptura de enlaces utilizando una molécula de alcohol en lugar de
agua). Muchas de ellas se encuentran comercialmente disponibles y toleran la
adicion de disolventes miscibles en agua lo que permite que sean estables y
activas en matrices organicas. Ademas presentan un gran potencial tecnoldgico ya
gue son enzimas robustas que les permite actuar bajo condiciones de proceso, no
requieren de cofactores y muchas de ellas son extracelulares, por lo que su
produccién es simple y de bajo costo (Bornscheuer & Kazlauska, 2006; lllanes,
2008).

Dos clases principales de hidrolasas son las de mayor importancia: Lipasas
(EC 3.1.1.1, hidrolasas triacilglicerol) y esterasas (EC 3.1.1.3, hidrolasas de éster
carboxilo).
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La principal diferencia entre estas dos enzimas radica en que las esterasas
prefieren sustratos mas solubles en agua, como ésteres y triacilgliceroles
pequeiios, mientras que las lipasas prefieren sustratos insolubles en agua como
son los triacilgliceroles grandes (Fojan et al.,, 2000). Mientras las esterasas
obedecen una cinética Michaeliana clasica en las lipasas se observa que
necesitan un minimo de concentracion de sustrato antes de mostrar alta actividad
(Bornscheur, 2002).

1.4.1.1. Lipasas
Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas que catalizan la hidrdlisis de enlace

éster de triacilgliceroles de cadena larga, resultando la liberacion de glicerol y

acidos grasos (Figura 5).

Figura 5. Hidrolisis de triacilgliceroles por lipasas (Vergara, 2010).
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Las lipasas son enzimas versatiles ya que aceptan un amplio rango de
sustratos, poseen regio- y estereoselectividad, ademas de que pueden actuar en
disolventes organicos, por lo que ofrecen una alternativa para ser explotadas en
sintesis organica en reacciones como esterificacion, transterificacion y amindlisis
(Chen y Tsai, 2000; Koeller & Wong, 2001; Grogan, 2008).

A partir de estudios de elucidacion de la estructura 3D y estudios de
cristalografia de lipasas de algunos organismos como Geotrichum candidum,
Rhizomucor miehei, Candida rugosa, Rhizopus delemar, Humicola lanuginosa,
Candida antartica, entre otras, se ha observado la presencia de una estructura o
“tapa” que cubre el sitio activo de estas enzimas cuando se encuentran en un
medio acuoso pero cuando interaccionan en la interface aceite/agua la “tapa” se
abre, este comportamiento es conocido como “actividad interfacial”, el cual permite
una conformacion activa de la enzima haciendo accesible el centro catalitico para
el sustrato (Smith et al., 1992; Derewenda et al., 1994; Schrag & Cygler, 1997). En
el caso de algunas lipasas, la apertura de la “tapa” es responsable de la formacién
de la actividad oxianionica, la cual estd involucrada en la estabilizacién de los
intermediarios durante la reaccion de catalisis (Gonzalez-Navarro et al., 2001). Sin
embargo, algunas lipasas no presentan activacion interfacial o no presentan la

estructura de “tapa’.

Las lipasas estan presentes en todos los organismos vivos pues tienen un
importante papel metabdlico. En bacterias pueden ser intracelulares secretadas
con la finalidad de degradar sustratos lipidicos presentes en el medio. En algunos
organismos patégenos, como Candida albinicans, Helicobacter pylori, asi como en
especies de Staphylococcus y Pseudomonas, actian como factores de virulencia
(Reetz, 2002).

Existen algunas sustancias que pueden inhibir a las lipasas como son los
iones metalicos, surfactantes aniénicos y los acidos borénicos. Sin embargo, hay
moléculas como el calcio que estimulan la actividad de las lipasas de tres

maneras: 1) Uniéndose a la enzima, dando como resultado un cambio
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conformacional, 2) Facilitando la adsorcibn de la lipasa al sustrato y 3)
Removiendo &cidos grasos provenientes de la hidrdlisis, los cuales a su vez

pueden inhibir a la enzima (Weete, 2002).

1.4.1.1.1. Caracteristicas cataliticas de las lipasas

En el contexto de la sintesis enzimatica en sistemas de reaccion no
acuosos, cabe sefialar la gran estabilidad que muestran las lipasas en presencia
de solventes organicos, resultando altamente eficientes para procesos de hidrélisis
inversa. Otra de las cualidades que hacen a las lipasas uno de los
biocatalizadores mas usados es su “promiscuidad catalitica” (Figura 6). Es decir, la
capacidad de transformar diversos sustratos con grupos funcionales diferentes
manteniendo a su alta regio-, quimio- y enantioselectividad (Garcia-Urdiales et al.,
2000).

Figura 6. Reacciones de acilacibn mas usuales catalizadas por lipasas en medios
organicos sobre aminas Yy alcoholes (Garcia-Urdiales et al., 2000).
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1.4.1.1.2. Importancia comercial de las lipasas
A nivel industrial, las hidrolasas son los biocatalizadores mas empleados,

abarcando el 55% de las enzimas utilizada en este sector, de las cuales el 25%

son lipasas.

Las lipasas, ademas de su uso en el procesamiento de grasas, son capaces
de catalizar un nimero importante de reacciones alternas, son estables en un
amplio rango de pH’s, temperatura y distintos disolventes organicos; resistentes a
diferentes detergentes, iones y otros agentes quimicos. Estas enzimas en general
se ha reportado como catalizadores exitosos y destacables en diferentes sectores
industriales, tales como: la textil, farmacéutica, papelera, cosmética y de
detergentes. (Pouilloux et al, 1999). En la tabla 2 se resumen algunas

aplicaciones industriales.

Tabla 2. Aplicaciones industriales de las lipasas.

Industria Funcion Producto Referencia
Hidrolisis de grasa en leche Agentes saborizantes :
, . Paiva et al.,
Lacteos Maduracion de quesos y en quesoy
. : 20000
de mantequillas mantequilla
e Mejoramlc_apto de _sabor Productos de Hasan et al.,
Panificacion Prolongacion de vida de e
panificacion 2006
anaquel
Confiteria Mejora de textura Carame_los suavesy Hasan et al.,
chiclosos 2006
Quimica Sintesis de compuestos Derivados del retinol Hasan et al.,
Opticamente activos (vitamina A) 2006
Combustibles Transesterlflgamon de los Biodisel Pouilloux et
aceites al., 1999
N g Surfactantes Paiva et al.,
Limpieza Hidrolisis Removedores de 2000
grasa

Las enzimas de origen bacteriano o fuingico generalmente son faciles de
producir por fermentacion y de extraer del medio de cultivo. Como consecuencia,
un gran numero de enzimas microbianas se encuentran disponibles

comercialmente. Los principales géneros de hongos utilizados para la produccién
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de lipasas de origen fungico son Candida humicola, Penicillum yarrowia, Mucor,
Rhizopus y Aspergillus (Reetz, 2002; Polaina & MaxCabe, 2007).

En el ambito de la industria farmacéutica, las lipasas resultan de gran interés
debido a su capacidad de realizar reacciones regioselectivas, asi como su alta
enantioselectividad (Hernaiz et al., 1999). De hecho, se han reportado reacciones
de alcohdlisis y aminolisis en farmacos, resolviendo esteres y amidas Opticamente
activas (tabla 3) (Kazlauskas, 1994).

Tabla 3. Ejemplo de procesos industriales catalizados por lipasas de uso comercial

Microorganismo Clasificacion Aplicacion Referencia
microbiana
Burkholderia Bacteria Produccion de sabores | Jaeger & Eggert
cepacia 2002
Pseudomonas Bacteria Productos de biodiesel | Jaeger & Eggert
fluorescens 2002
Staphylococcus Bacteria Medicina Hasan et al., 2006
aureus
Gordonia hirsuta Bacteria No especificado Goodfellow et al.,
2009
Candida antartica Levadura Transesterificacion de Jaeger & Eggert
aceites 2002
Candida rugosa Levadura Sintesis de Jaeger & Eggert
compuestos 2002
Aspergillus oryzae Hongo Industria lactea Hasan et al., 2006
Mucor meihei Hongo Industria lactea Hasan et al., 2006
Rhizomucor meihei Hongo Preparacion de Hasan et al., 2006
cosméticos
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1.4.1.2. Esterasas

Las esterasas (EC 3.1.1.1) son carboxil esterasas que catalizan la hidrélisis
del enlace éster de sustratos solubles en agua, con la liberacion de un &cido
carboxilico y un alcohol (Figura 7).

Figura 7. Reaccion de Hidrolisis de enlace ester (Vergara, 2010).

Al igual que las lipasas, las esterasas forman parte de la familia de las serin-
hidrolasas, que presentan la clasica triada catalitica formada por Ser-His-Asp/Glu.

A diferencia de las lipasas, las esterasas actuan preferentemente sobre el
enlace éster de acidos grasos Yy triacilgliceroles de cadena corta, por lo que su
maxima actividad es sobre sustratos solubles. Ademas no presentan activacion
interfacial ni presentan una "tapa" que cubre el sitio activo como es el caso de las
lipasas (Fojan et al., 2000; Pefia-Montes, 2009).

En contraste con las lipasas, sélo algunas esterasas han sido utilizadas en
sintesis organica, destacando el uso de las esterasas aisladas del higado vy
pancreas de puerco y las esterasas de origen microbiano, como las de
Pseudomonas marginata, P. fluorescens, P. aeruginosa, P. putida, Bacillus
coagulans y Arthrobacter globiformis, que han sido utilizados en la resolucion
cinética de alcoholes primarios y secundarios y acidos carboxilicos (Bornscheuer
& Kazlauska, 2006).
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1.4.1.2.1. Importancia comercial de las esterasas
Las esterasas suelen presentar alta quimioselectividad y enantioselectividad
en las reacciones que catalizan. Se han utilizado en las industrias de alimentos,
papel, textil y detergente, asi como en el tratamiento de residuos, productos de
guimica fina y la sintesis de farmacos (Volcan et al., 2008). Un resumen de
aplicaciones se indica en la tabla 4.

Tabla 4. Distintas aplicaciones industriales de lipasas

Industria Funcion Producto Referencia
Bebida Mejoramiento de aromas Bebidas Torres et al., 2008
Desarrollo de sabores
Cérnicos Remoc_u_)n d.e, grasa Embutidos y,de.mas Sharman et al., 1994
Identificacion de productos céarnicos
adulteracion
Emulsificantes :
Cosméticos Sintesis Agentes Kaiser et al., 2006
humectantes
- . . . Naproxeno, Kaiser et al., 2006;
Farmacéuticos | Sintesis estereoselectiva | suprofeno, agentes
. Hou, 1993
antitumorales.

Aunque se sabe de la presencia de esterasas en un niumero considerable de
microorganismos, sOlo unos pocos de ellos se han utilizado para la sintesis de
compuestos Opticamente puros. La mayor razéon de esto es su limitada
disponibilidad comercial y su enantioselectividad moderada observada con
frecuencia. Algunas esterasas han estado disponibles en los ultimos afios a partir
de diversos proveedores por ejemplo; Fluka (Suiza), Amano Enzyme, Inc. (Japon),
Julich Fine Chemicals (Alemania), Roche Diagnostics (Alemania) y Thermogen
(EUA).

Las esterasas pueden utilizarse para la sintesis estereoquimica de ésteres,
que son de gran importancia en la industria farmacéutica y quimica como por

ejemplo el Naproxeno, Ketrofeno y muchos intermediarios de sintesis tanto de
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medicamentos como de insecticida y herbicidas (Hou, 1993), como se muestra en

la tabla 5.

Tabla 5. Ejemplo de procesos industriales catalizados por esterasas de uso comercial

Microorganismo CI§3|f|c§0|on Aplicacion Referencia
microbiana
Gordonia amarae Bacteria No especificada Klatte et al., 1994
Acetobgcter Bacteria MOQ'f'.CqC.'On de Bornscheur 2002
pasteurianus triglicéridos
Bacillus subtilis Bacteria Sintesis de Bornscheur 2002
compuestos
Streptomyces Bacteria No especificada Bornscheur 2002
aureofaciens
Gordonia defluvii Bacteria No especificada Soddell et al., 2006
Lactobacillus casei Bacteria No especificada Ollsze;/\(/)sok; etal,
Pseudomonas s Bacteria Produccién de Oliszewski et al.,
P sabores 2007

1.5. Efecto de la concentracion de sales en el crecimiento bacteriano
Dado que el sodio (Na*) es el ion mas abundante presente en el agua de

mar, no es de extrafiar que el requisito especifico de Na* para el crecimiento de
bacterias marinas esté implicado como una caracteristica primaria de
microorganismos marinos; a pesar de que la cantidad, especificidad, estabilidad,
singularidad, y la funcién del Na* como requisito, sea un tema de gran debate
(MacLeod, 1965).

El conocimiento sobre bacterias marinas Gram positivas y en especial de las
actinobacterias es significativamente deficiente. Dentro de los factores
fisicoquimicos que intervienen en la adaptacion de las bacterias que habitan el

sedimento marino se encuentra la salinidad.

La salinidad y en especial el Na* juega un papel fisiolégico muy importante
en las bacterias marinas, se ha propuesto que se genera un gradiente de Na*
transmembranal con un potencial de energia, que puede ser utilizado para varias

funciones celulares incluyendo la generacion de ATP, el transporte de muchos
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solutos, la respiracion, la regulacion del pH y la movilidad flagelar (Dimroth 1987;
Nakamura et al., 1992; Kogure 1998; Hase et al.,, 2001). Ademas de Na’,
requieren otros iones que mantienen la integridad celular como son el potasio, el
magnesio y el calcio, que son usados en su crecimiento y en la estabilidad
osmotica (Johnson & Harvey 1938; MacLeod & Matula 1961, MacLeod 1965;
Unemoto et al., 1973).

1.6. Efecto de la concentracién de sales sobre la actividad lipolitica

En la industria, el empleo de enzimas de origen microbiano ostenta varias
ventajas pues en algunos casos su uso sustituye la utilizacién de quimicos o el
gasto de agua en los procesos. Sin embargo, en la mayoria de los casos de
muchos de estos procesos industriales la actividad de una enzima no puede
optimizarse ajustando las condiciones fisico-quimicas a las cuales el proceso debe
llevarse a cabo. Por consiguiente, la evaluacion de factores abioticos para
determinar su actividad Optima se convierte en un tema de estudio de gran

importancia (Giudice et al., 2006).

Uno de los factores que indiscutiblemente esta implicado en el crecimiento
Optimo de los microorganismos y por consiguiente en la actividad de las enzimas,
es la composicion del medio de cultivo y especificamente se ha reportado estudios
con respecto al efecto de la concentracion de sales en el medio en la actividad
lipolitica.

En el trabajo realizado por Bruni y colaboradores (1982) se estudi6 la
influencia del cloruro de sodio (NaCl) y cloruro de magnesio (MgCl,) en la actividad
de esterasas y lipasas frente un grupo de acidos grasos (Tween 20, 40, 60, 80, 85,
tributirina y trioleina). En los experimentos suplementados con NaCl, la actividad
lipolitica méxima se encontré bajo una concentracion de 1% de NaCl en todos los
Tweens y tributirina, pero para trioleina se reporté solo en algunos casos. En

concentraciones mas altas la actividad fue variable, reportdndose que algunas
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cepas obtuvieron actividad lipolitica a concentraciones del 2,7% NaCl, que es
equivalente a una salinidad del agua de marina del 3,5% aproximadamente.

Giudice y colaboradores (2006) estudiaron una serie de factores abioticos
para lipasas y esterasas como son, la influencia del pH, temperatura y
concentracion de NaCl en la lipdlisis, producida por microorganismos marinos.
Para el efecto de la concentracion de NaCl se evaluaron valores de 0 a 11%,
utilizando como sustratos Tween 20, 40, 60, 80, 85, tributirina y trioleina,
midiéndose el diametro del halo de degradacion a los 21 dias. Los resultados
mostraron que la mayor actividad se registré en Tween 20, 40 y 60 a una
concentracion de 3.5%, para Tween 80y 85 fue de 1% y para tributirina fue de 7%
de NaCl. Se report6 que los aislados con mejor actividad esterasa fueron
clasificados dentro del género Vibrio y Psychrobacter. De las 155 bacterias
evaluados el 95.5% presentd actividad lipolica lo que sugiere que los ambientes

marinos pueden ser fuente de microorganismos con dicha actividad.

Solares (2010) evalud la actividad lipolitica de actinobacterias bajo una serie
de factores abidticos como fueron; distintos pH’s, temperaturas y concentraciones
de sal marina. Utlizando medio basal (MB) y medio basal diluido (MBD),
adicionando como sustratos: Tween 20, 40, 60, 80, 85, tributirina y trioleina.
Solares (2010) reporté que la dependencia de un ambiente salado es claramente
propia de cada aislado en estudio. Las condiciones o6ptimas en las que se
presentd mejor actividad lipolitica variaron en un rango de 0.0 a 3.5% de sal
marina (SM).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enzimas constituyen una gran industria debido al amplio rango de
aplicaciones. El empleo de enzimas de origen microbiano en este sector presenta
amplias ventajas pues en algunos casos su uso sustituye la utilizacion de
guimicos o el gasto de agua en los procesos. Entre las enzimas mas importantes
las lipoliticas constituyen el grupo mas importante de biocatalizadores para
aplicaciones biotecnoldgicas (Hasan et al., 2006).

Actualmente, solo el 2% de los microorganismos cultivados en el mundo han
sido estudiados como fuentes de enzimas, por lo que es importante investigar a
nuevos microorganimos para la produccion de estos compuestos (Hasan et al.,
2006).

Las enzimas microbianas son mas utiles que aquellas obtenidas de plantas o
animales debido a la gran variedad de actividad catalitica que presentan, en este
sentido la clase Actinobacteria comprende un grupo reconocido por su capacidad
innata para la sintesis de metabolitos secundarios pero es también reconocido por
su capacidad para la sintesis de enzimas con actividad en distintas sectores
industriales y por lo tanto este grupo puede llegar a mostrar mayor actividad
lipolitica que los hongos u otros grupos bacterianos como sugieren Ko y colegas
en su estudio del 2004.

Dentro de este ambito, no hay estudios acerca de la actividad lipolitica del
género Micromonospora por lo que el presente trabajo evalu6 aislados
recuperados del Golfo de California para establecer como es que esta actividad
(en caso de que se presente) pudiera verse afectada por la incorporacién de
cloruro de sodio (NaCl) y sal marina (SM) a un medio de cultivo base.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

= Evaluar y establecer el efecto de las concentraciones de NaCl y SM sobre
la actividad lipolitica de treinta aislados pertenecientes al género

Micromonospora, obtenidos de sedimentos marinos del Golfo de California.

3.2. Objetivos particulares

= Establecer si los aislados actinobacterianos recuperados del Golfo de
California, presentan actividad lipolitica.

= Evaluar el efecto de la actividad lipolitica en estos aislados en presencia de
diferentes acidos grasos (Tweens; 20, 40, 60, 80 y 85).

= Establecer las condiciones bajo las cuales la actividad lipolitica se expresa

al maximo para los aislados marinos en estudio.

= Evaluar la tolerancia de los aislados a NaCl y SM agregadas al medio de
cultivo y comparar las diferencias en el crecimiento bajo estas dos

condiciones.

= Establecer la concentracion maxima, para ambas sales, bajo la cual se

observa evidencia de crecimiento en los aislados.
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4. HIPOTESIS

Si el crecimiento de 30 actinobacterias del género Micromonospora se ve
afectado por la incorporacion de NaCl y SM en el medio de cultivo, este factor
también tendra influencia sobre la actividad lipolitica expresada y ésta debera ser
distinta entre los diferentes aislados.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El disefio experimental de este trabajo estd esquematizado en términos
generales en el siguiente diagrama de flujo (figura 8).

Figura 8. Disefio experimental
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5.1. Aislamiento Microbiano

Los aislados se obtuvieron de sedimentos marinos recolectados en el Golfo
de California en estudios previos desarrollados en el Laboratorio de Recursos
Microbianos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL-UNAM-CI; Dr.
Luis Angel Maldonado Manjarrez). Las muestras de sedimento se recolectaron en
el afio 2006 durante la campafia oceanografica DIPAL-1, a bordo del buque
oceanografico “El Puma” propiedad de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

Las cepas fueron aisladas de las muestras usando el procedimiento de
aislamiento selectivo descrito por Pisano y colaboradores (1989) de la siguiente
forma: Con los sedimentos marinos obtenidos se prepararon diluciones 1:10 y
1:100 posteriormente se tomd entre 50 y 75 pl de ambas diluciones y se
inocularon en el medio de cultivo disgregandose de manera uniforme con la ayuda
de una varilla en “L”, por ultimo los medios se incubaron de 3 a 4 semanas a una
temperatura de entre 28 y 30°C. El medio de cultivo utilizado fue Agar Glucosa -
Extracto de Levadura — Extracto de Malta Malta (GYM; Shirling and Gottlieb, 1966)
suplementado con ciclohexamida y rifampicina con el propésito de hacerlo
selectivo para Micromonospora. La identificacion se realiz6 de manera visual
observando la morfologia macro y microscopica de las colonias y posteriormente
de manera molecular con la identificaciéon del gen 16S. Tanto los aislamientos
como las identificaciones fueron realizados por Segura (2011) en un estudio

previo.

5.2. Resiembray resuspension

Se emplearon treinta cepas de microorganismos asignados al género
Micromonospora con base en sus caracteristicas micro y macroscopicas. Los
aislados se identificaron con diferentes codigos, se sembraron en medio GYM y se
incubaron por 7 dias a 30°C. Una vez pasado este tiempo se tom6 una asada de

cada microorganismo y se resuspendié en un mililitro de solucion isoténica al 0.9
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% de NaCl en tubos estériles de rosca (1.5 ml de capacidad). La suspension se
conservé en refrigeracién (4°C) hasta su uso en los diferentes medios por ser
evaluados. La cantidad de microorganismos presentes en cada suspension se
estableci6 empleando los estandares de McFarland preparados de acuerdo a lo
descrito en Murray et al. (2003) (ver apéndice).

A los aislados se les asignaron cédigos con dos letras seguidos por un numero,
como se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Cddigos de identificacion de las cepas utilizadas en el estudio.

BA-1 BD-1 BL-8 Cv-7 DU-6
BA-3 BD-3 BL-9 Cv-11 DU-10
BA-9 BL-1 BL-10 Cv-13 DU-11
BA-13 BL-3 BL-12 CV-20 DU-12
BA-15 BL-4 Cv-4 DU-2 DX-9
BA-18 BL-6 CV-5 DU-4 DX-12

5.3. Evaluacién de la actividad lipolitica

5.3.1. Inoculacién en medio sélido

Se preparé el medio de cultivo basal (MB) de acuerdo al trabajo de Giudice y
colegas (2006). EI MB se suplemento con los diferentes acidos grasos de estudio:
Tween 20 (T20), Tween 40 (T40), Tween 60 (T60), Tween 80 (T80) y Tween 85
(T85). Los acidos grasos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (México) y se agregaron
al 1% al MB. Una vez preparados los medios, éstos se esterilizaron en una
autoclave, marca sterilmatic (EUA), a 121 °C durante 15 min para posteriormente
vaciarse en cajas Petri de 90 x15 mm. Cada caja Petri con medio se inoculé con 4
cepas diferentes (como se observa en la figura 9), adicionando en cada una 7 pL
de la suspension microbiana con una pipeta Gilson de 20 uL (Gilson, Francia) y
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puntas estériles (Axigen, EUA). Los medios se incubaron por 15 dias a 30°C por
tratarse de la temperatura 6ptima de crecimiento de los microorganismos de
estudio realizandose lecturas cada 5 dias para detectar la presencia de un
precipitado blanco-grisaceo alrededor de la colonia.

Figura 9. Esquema de la inoculacion de los aislados en las
cajas.

5.3.2 Determinacion de la actividad lipolitica
La actividad lipolitica se determiné observando la presencia de un precipitado
alrededor o por debajo de las colonias. El didmetro del halo de degradacion se
midié utilizando una regla graduada de 10cm y las lecturas se registraron a los 5,
10 y 15 dias de incubacion.

5.4. Efecto de la concentracion de NaCl y SM en el crecimiento de los
aislados

5.4.1. Curva de tolerancia
Para observar la capacidad de crecimiento de los aislados frente a
condiciones de estrés salino se prepararon diferentes lotes con medio de cultivo
GYM, los cuales fueron suplementados con diferentes concentraciones de NaCl y

SM. Las concentraciones de NaCl utilizadas fueron: 0, 1, 2, 3, 3.5, 4 y 5 %, por

otro lado las concentraciones de SM utilizadas fueron: 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 y 9%.
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Para la preparacién de concentraciones deseadas de SM se utiliz6 sal de acuario
(Sigma-Aldrich, EUA). Las cajas se inocularon usando las suspensiones de
biomasa de cada microorganismo, preparadas previamente, agregando 7 pL de
muestra con micropipeta. Estas cajas Petri inoculadas e identificadas
perfectamente se incubaron a 30°C realizandose lecturas cada 7 dias para
detectar la cantidad de crecimiento bajo diferentes concentraciones de sales.

5.4.2. Determinacion del crecimiento de los aislados
La evaluacion del crecimiento se determind observando la cantidad de
biomasa presente en los medios suplementados con diferentes concentraciones
de SM y NacCl, asignando valores y comparando los resultados con un "blanco” el
cual, en este caso, fue medio GYM sin adicion de sales (0%) por tratarse de la
concentracion a la cual se ha reportado un crecimiento o6ptimo de los
microorganismos de estudio, realizandose lecturas a los 7, 14 y 21 dias de

incubacion.

Una vez obtenidos los resultados anteriores se seleccionaron las
concentraciones mas altas en las que se observo crecimiento de los aislados, asi
como los &cidos grasos bajo los cuales se presentd un mejor desempefio de la
actividad lipolitica, se procedié a combinar estos factores para observar el impacto
de la concentracion de sales en la actividad lipolitica de los aislados.
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5.5. Efecto de la concentracion de NaCl y SM en la actividad lipolitica

5.5.1. Experimento 1
Para realizar esta evaluacién se prepararon dos lotes con medio de cultivo
GYM; a uno se le adicion6 NaCl mientras que al otro se le agreg6 SM. Ambas
sales a una concentracion del 5%. Como sustrato se utilizO Tween 40
suplementandose al 1% para ambos lotes, los cuales fueron inoculados con 7 pL
de suspensién microbiana con micropipeta y se incubaron a 30°C durante 21 dias.

5.5.2. Experimento 2

Se utiliz6 medio de cultivo GYM suplementando con 3.5% de SM
Unicamente, y se realizaron tres lotes adicionandose cada uno con un sustrato
diferente: Tween 40 (T40), Tween 60 (T60) y Tween 80 (T80) al 1%, por ultimo
cada medio se inoculdé con 7 pL de suspensién microbiana y se incub6 a 30°C
durante 21 dias.

5.5.3. Determinacion del crecimiento y de la actividad lipolitica
La actividad lipolitica se determiné observando la presencia de un precipitado
alrededor o por debajo de las colonias. El didametro del halo de degradacion se
midié utilizando una regla graduada de 10cm y las lecturas se registraron a los 7,
14 y 21 dias de incubacion.
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1: Evaluacién de la actividad lipolitica

A continuacién se presentan los resultados obtenidos, para este primer
experimento, en el cual se evalué la presencia de actividad lipolitica y, en caso de
ser asi, el didmetro de degradacion obtenido ante los diferentes acidos grasos a
los que fueron expuestos los aislados, haciendo las mediciones a los 5, 10 y 15
dias de incubacién a 30 °C.

o Acido graso utilizado: Tween 20

Ninguna de las colonias sembradas en medio basal (MB) adicionado con
Tween 20, presenté indicio de actividad lipolitica durante los 15 dias de

incubacion.

En los gréficos 1, 2, 3 y 4 se presentan los resultados para el resto de los acidos
grasos; T40, T60, T80 y T85. Para facilitar la visualizacion e interpretacién de los
resultados, las treinta cepas se separaron en orden alfabético de acuerdo a su
cbdigo de etiguetado (BA-, BD-, BL-, CV-, DU-y DX-).
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o Acido graso utilizado: Tween 85

En el MB adicionado con T85, durante los 15 dias de incubacion, sélo se

obtuvo degradacion en la colonia con clave “CV-11", en las demas colonias no se

presenté ningun tipo de degradacion durante el tiempo que duro la evaluacion.

Grafico 4. Diametro de degradacion en MB Tween 85 en los
aislados con clave CV-

/

Halo de degradacion (mm)

[ el e
oN MO

O N B OO

Serie CV-

15 dias de incubacién

m 10 dias de incubacion

m 5 dias de incubacién

Cv-4 CV-5 CV-7 CV-11 CV-13 CV-20

Cepa
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6.1.1. Seleccion de aislados y acidos grasos.

De acuerdo con la actividad lipolitica observada en los 30 aislados sometidos
a 5 acidos grasos, se seleccionaron aquellos grupos en donde la actividad
lipolitica fue mas evidente. Esta seleccion se realiz6 haciendo una comparacién
entre el didmetro de degradacion reportado en todos los aislados. CV-11 fue el
aislado que obtuvo el mayor didmetro de degradacion; con 14 mm a los 15 dias de
incubacion, por lo que este valor se establecié como el maximo y se tomé como

una “Excelente Actividad”, para este estudio.

De tal forma que:

14 Diametro de
I degradacion (mm)
I I I

- 71 O
N

Mala Actividad Buena Actividad Excelente Actividad

Microorganismos que presentaron una buena actividad lipolitica (Didmetro de
degradacion = 5 mm): BA-18, BD-1, BL-1, BL-4, BL-6, BL-9, CV-11, DU-11, DU-
12, DX-9, DX-12

Fuentes de acidos grasos bajo los cuales se presenté mejor actividad lipolitica:
Tween 40, Tween 60, Tween 80.
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Tablas 7. Microorganismos que obtuvieron mayor actividad lipolitica
a los 15 dias de incubacion, tomando en cuenta Unicamente valores
de didmetro de degradacion igual o mayores a 5 mm (en rojo).

mm de degradacion

BA-18 6 5 12

BL-1 7 5 6

BL-6 3 3 5

Cv-11 14 8 14

DU-12 5 4 8

DX-12 3 1 5
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6.2. Experimento 2: Curvas de tolerancia

En las siguientes tablas se presentan los resultados obtenidos en la curva de
tolerancia a NaCl (tabla 8) y a SM (tabla 9). Se puede observar la cantidad de
crecimiento de cada aislado bajo diferentes concentraciones de ambas sales a los
21 dias de incubacion a 30°C

Tabla 8. Crecimiento de aislados sometidos a diferentes concentraciones de NacCl

Aislado 0 1% 2% 3% 3.5% 4% 5%
BA-1 ++++ +++ ++
BA-3 ++++ ++
BA-9 ++++ ++
BA-13 ++++ +++ ++
BA-15 ++++ +++ ++
BA-18 ++++ +++ ++ + + +
BD-1 ++++ ++ +
BD-3 ++++ +++ ++ +
BL-1 ++++ +++ ++ ++ ++
BL-3 ++++ +++ ++ + +
BL-4 +HHH+ ++
BL-6 ++++ ++
BL-8 ++++ +++ ++ +
BL-9 ++++ +++ ++ + + +
BL-10 +++ ++ +
BL-12 ++++ +++ ++ +
CVv-4 ++++ +++ ++ + +
CV-5 ++++ ++ +
CV-7 ++++ ++ +
Cv-11 ++++ +++ ++ ++ + +
CV-13 ++++ ++ + +
CV-20 ++++ ++
DU-2 ++++ ++ ++
DU-4 ++++ +++ ++
DU-6 ++++ ++ +
DU-10 ++++ +++ ++
DU-11 ++++ +++ ++ + + +
DU-12 ++++ +++ +
DX-9 ++++ +++ ++
DX-12 ++++ +++ ++

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento
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Aislado
BA-1
BA-3
BA-9
BA-13
BA-15
BA-18
BD-1
BD-3
BL-1
BL-3
BL-4
BL-6
BL-8
BL-9
BL-10
BL-12
Cv-4
CV-5
Cv-7
Cv-11
Cv-13
CV-20
DU-2
DU-4
DU-6
DU-10
DU-11
DU-12
DX-9
DX-12

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento
++: Crecimiento regular

Tabla 9. Crecimiento de aislados sometidos a diferentes concentraciones de SM

0
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+H+
+H
+HH+
+HH+
+HH+
+H+
+HH+
+H
+H
+HH+
+H+
+H+
+H+
+H+
+H+
+H+
+H+

1%
+H
+H
+H
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+HH+
+H
+HH+
+HH+
+HH+
+H+
+H
+H
+H
+H
+HH+
+HH+
+H
+H
+H
+H
+H
+H
+H
+H
+H+
+H+

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento

2%
+H
+
+
+H
+H
+H
+H
+H
+H
+
+H
+H
+H
+H
+
+H
+H
+H
+
+H
+
+
+H
+H
+
+
+H
+H
+H
+H

3%
+

+

+

+

+

+

+

+

+H
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+H

+
+
+
+
+
+
+

+H

4%
+

+
+
+

5%
+

+ 4+ |+ + |+

6%

%

8%

9%

En las siguientes graficas (5, 6, 7 y 8) se condensan los resultados anteriores,

colocandose de forma contigua para facilitar la visualizacién de las diferencias en

el crecimiento de los aislados bajo ambas condiciones de estrés (NaCl y SM).
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6.2.1. Seleccion de concentraciones de NaCly SM
En la tabla 10 se condesan los resultados de las curvas de tolerancia,
presentando las concentraciones mas elevadas en las que se obtuvo crecimiento
con cada una de las sales en estudio, asi como los aislados que crecieron en

estas condiciones a los 21 dias de incubacién a 30°C.

Tabla 10. Resultados curvas de tolerancia.

Concentracion Aislados
NaCl 4% BA-18, BL-1, BL-3, BL-9,CV-11, DU-11
SM 7% BD-3, BL-8, BL-9

6.3. Experimento 3: Efecto de la concentracién de NaCl y SM en la actividad
lipolitica

Con los resultados arrojado de los experimentos 1 y 2 se decidié continuar
ahora combinando estos dos factores (acidos grasos-concentracion de sales) con
el propésito de observar si la actividad lipolitica se inhibia por la adicién de estas

concentraciones o al contrario se veia estimulada.
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6.3.1. Experimento A
Para el primer experimento de esta tercera fase se decidié utilizar medio de
cultivo GYM suplementando con una concentracion al 5% de ambas sales, por
resultar ser el valor de concentracibn maxima promedio en la cual se obtuvo
crecimiento. Por otro lado, se adiciono Tween 40 debido a que fue uno de los
acidos grasos en donde se observé mejor actividad lipolitica.

Tabla 11. Aislados que presentaron crecimiento y evaluacion de actividad lipolitica a los
21 dias de incubacién a 30°C.

BL-3 - NO + NO
BL-4 - NO + NO
BL-6 - NO - NO
BL-8 - NO + NO
BL-9 - NO + NO

BL-10 - NO + NO

BL-12 - NO + NO
cv-4 - NO + NO
cv-5 - NO - NO
cv-7 - NO - NO

CV-11 - NO - NO

cv-13 - NO - NO

CV-20 - NO - NO
DU-2 - NO + NO
DU-4 - NO + NO
DU-6 - NO - NO

DU-10 - NO + NO

DU-11 - NO + NO

DU-12 - NO - NO
DX-9 - NO + NO

DX-12 - NO + NO

+: Crecimiento pobre
- Sin crecimiento
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Los resultados arrojados en el experimento “A” nos indicaron una deficiencia
en el crecimiento de los microorganismos y nula presencia de actividad lipolitica

por lo que se decidié hacer una modificacion en los factores abiéticos analizados.

6.3.2. Experimento B

Utilizando GYM como medio de cultivo se realizaron 3 lotes a los que se le
adiciond los acidos grasos en los que se observdé un mejor desempefio de
actividad lipolitica (Tween 40, Tween 60, Tween 80). Se decidi6 trabajar
Gnicamente con SM ya que los aislados presentaron una mayor tolerancia a esta
sal, utilizando exclusivamente una concentracion al 3.5%. Los resultados del
crecimiento se observan en la tabla 12. Posteriormente se muestran graficados los

datos para facilitar su andlisis (graficas 9, 10, 11y 12).

Tabla 12. Crecimiento de los aislados a 21 dias de incubaciéon 30°C

Aislado Tween40 Tween60 Tween 80

BA-1 ++++ ++++ +++
BA-3 ++ ++ +
BA-9 ++ ++ +
BA-13 ++++ ++++ +++
BA-15 o+ S - ++++: Excelente crecimiento
BA-18 ++++ e+ +++ +++: Buen crecimiento
BD-1 + + A ++: Crecimiento regular
BD-3 ++++ ++++ ++ L
BL-1 it it et +: Crecimiento pobre
BL-3 . it . -: Sin crecimiento
BL-4 ++++ +4++ +++
BL-6 o+ +4++ +++
BL-8 ++++ ++++ ++++
BL-9 o+ ++++ +++
BL-10 - - -
BL-12 +++ +++ +++
CVv-4 ++++ +++ +++
CV-5 +++ +++ +++
CV-7 ++ ++ +++
CVv-11 ++++ ++++ +++
CV-13 ++ ++ ++
CV-20 + + +
DU-2 ++ ++ ++
DU-4 +++ +++ +++
DU-6 - - -
DU-10 ++++ ++++ +++
DU-11 ++++ ++++ +++
DU-12 ++++ ++++ +++
DX-9 ++++ ++++ +++
DX-12 ++++ +++ +++
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1. Evaluacion de la actividad lipolitica

En la primera parte de este proyecto se evalué exclusivamente la presencia
de actividad lipolitica en 30 aislados marinos del género Micromonospora. En la
mayoria de los medios de cultivo adicionados con los diferentes &cidos grasos se
observo actividad lipolitica, al observar un didmetro de degradacion (halos blancos
u opacos) alrededor de las colonias o por debajo de éstas de acuerdo a lo
reportado por Giudice et al., (2006). El diametro del halo es proporcional a la
cantidad de enzima producida por los microorganismos de acuerdo a lo reportado
por Sierra (1957), esto mismo se comprobd por Ko y colaboradores en el 2004.
Este halo blanco se presenta debido a la precipitacion de un complejo que se
forma con el calcio y el acido graso que se libera por la accién de las enzimas
lipoliticas (Kademi et al., 2006).

La actividad lipolitica evaluada en los medios con Tween 40, 60 y 80, se
determind como positiva para la mayoria de los aislados, sin embargo, hubo
algunas que presentaron diametros de degradacion mayores durante el tiempo de
estudio (15 dias). A continuacion se desglosan los resultados obtenidos.

En T40 se percibieron resultados notorios en los aislados BA-18, BD-1, BL-1,
BL-9, CV-11, DU-11 y DU-12; todas estas cepas obtuvieron un diametro en el halo
de degradacion iguales o mayores a 5 mm a los 15 dias de incubacion, lo que
demuestra su alta actividad con este acido graso. En este Tween, el Unico
microorganismo que presentd actividad lipolitica desde los primeros 5 dias de
incubacion, fue el aislado CV-11, el cual ademas presentd la mayor actividad entre
todas las cepas al finalizar los 15 dias de evaluacion dando como resultado un
diametro de degradacion de 14 mm.

Para el T60, durante los primeros 5 dias de incubacion, los aislados no

presentaban un crecimiento considerable al ser comparadas con las cepas
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inoculadas en T40 y T80, ademas no se observo evidencia de actividad lipolitica
durante este tiempo. No obstante, al realizar la evaluacion a los 10 dias se
percibid, no sélo un crecimiento éptimo de las colonias, sino también la presencia
de halos de degradacion en muchas de ellas. A los 15 dias, se detect6 actividad
lipolitica en 21 de los 30 aislados. De los cuales los mas representativos fueron
BA-18, BD-1, BL-1, BL-9 y CV-11 ya que presentaron una mayor respuesta con
valores del diAmetro de degradacion iguales o mayores a 5 mm.

Finalmente, con el acido graso T80 se produjeron datos relevantes debido a
gue fue el sustrato con el que se presentd actividad lipolitica en 4 de los 30
aislados desde los primeros 5 dias de incubacidén, alcanzando resultados
favorables a 10 y 15 dias. Con este acido graso se registré un mayor porcentaje
de aislados (33%) con alta actividad lipolitica al finalizar los 15 dias de evaluacion.
Las cepas representativas fueron BA-18, BD-1, BL-1, BL-4, BL-6, BL-9, CV-11,
DU-12, DX-9y DX-12.

No todos los aislados produjeron este halo de degradacion, por ejemplo,
ninguna de las cepas sembradas en el MB con T20 present6 indicio de actividad
lipolitica durante el tiempo de evaluacién del proyecto. Es importante mencionar
gue en muchos de los casos en este grupo de cepas el crecimiento se mostré muy
lento e inclusive nulo. Uno de los factores que posiblemente influencié en este
resultado fue que los aislados se inocularon en Medio Basal, cuya composicién
nutrimental es muy pobre, por lo que el Tween actuaria como una fuente de
nutrientes al ser degrada por las enzimas lipoliticas secretadas por los
microorganismos, pero esto no ocurrio. El T20 es un acido graso de cadena corta
y al no ser degradado se abre la posibilidad de que los aislados en estudio
sinteticen ‘“lipasas” las cuales tienen preferencia por sustratos como
triacilgliceroles grandes (Fojan et al., 2000), lo que explicaria los resultados
obtenidos.

Los aislados inoculados en T85 mostraron crecimiento optimo a los 15 dias
de incubacidn, al ser un acido graso de cadena larga se esperaba que los aislados
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presentaran actividad lipolitica (siguiendo la tendencia marcada en las anteriores
determinaciones), sin embargo los resultados para esta actividad no fueron los
esperados, con excepcion de CV-11, ninguno de los microorganismos en estudio
presentd actividad lipolitica en este Tween. Estos resultados son relativamente
contradictorios a la tendencia observada en las anteriores determinaciones. No
obstante podria verse justificada por las siguientes razones: 1) Existié algun tipo
de inhibicion de la enzima por iones metdlicos, surfactantes anionicos e inclusive
por los acidos grasos provenientes de la hidrolisis previa de las mismas lipasas
(Weete, 2002). 2) Otro posible factor es que la cantidad de sustrato adicionada no
haya sido la suficiente, a este respecto, se ha reportado que las lipasas necesitan
una concentracion minima de sustrato antes de presentar una gran actividad
(Bornscheuer, 2002). 3) Por ultimo, se observd que el tiempo en el que se obtuvo
actividad lipolitica fue dependiente de cada acido graso, por lo que se
recomendaria incrementar el tiempo de incubacion para determinar la posible

actividad lipolitica de los aislados en estudio con Tween 85.

Dentro de la investigacion, se puede constatar que hubo aislados que
presentaron buena actividad lipolitica en los MB adicionados con Tween 40, 60 y
80, las cuales fueron; BA-18, BD-1, BL-1, BL-9 y CV-11. El aislado CV-11 destacé
pues fue el que obtuvo los mejores resultados de actividad lipolitica e inclusive fue
el Unico aislado en el que se observo esta actividad en el T85 a los 15 dias de

incubacion.

Los resultados obtenidos en este primer experimento indicaron que los 30
microorganismos en estudio presentan capacidad de generar actividad lipolitica,
siendo éste el objetivo principal de la primera fase, pero hasta éste punto no era
posible afirmar si las enzimas producidas por los microorganismos son lipasas o
esterasas debido a que los sustratos bajo los que se presentd mejor actividad
(T40, T60, T80) no son especificos para estas enzimas; es decir, T40 y T60 son
acidos grasos de cadena hidrocarbonada corta los cuales son preferidas por las
esterasas, por otro lado las lipasas prefieren acidos grasos de cadena larga como
es el caso del T8 (Fojan et al., 2000).
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7.2. Evaluacion del crecimiento de los aislados sometidos a estrés salino

Con el objetivo de evaluar la capacidad de crecimiento de los aislados bajo
condiciones de estrés, se realizd una modificacién en los factores abibticos del
medio de cultivo GYM, para lo cual se prepararon dos curvas de tolerancia a NaCl
y SM.

La evaluacion del crecimiento se efectué comparando la cantidad de
biomasa presente en los medios de cultivo suplementados con diferentes
concentraciones de NaCl y SM, usando como estandar el medio GYM al 0%, ya
que durante este estudio se observo que sin la adicion de sales en el medio se
presentd un mejor crecimiento de los aislados, de esta forma la cantidad de
biomasa obtenida en este lote se tomé como maximo para cada aislado.
CalificAandose de la siguiente forma; Excelente crecimiento (++++), Buen
crecimiento (+++), Crecimiento regular (++), crecimiento pobre (+) y sin

crecimiento (-).

En la tabla 8 se muestran los resultados de crecimiento obtenidos para cada
aislado con respecto al aumento de la concentracion de NaCl. Se observé que a
medida que aumenta la concentracion de NacCl, disminuye la cantidad de biomasa
de los aislados. En esta curva se valoraron las concentraciones al 0,1, 2, 3, 3.5, 4
y 5% de NaCl. Todos los aislados presentaron crecimiento bajo las
concentraciones al 0, 1 y 2%, por otro lado, s6lo algunos microorganismos
crecieron al 3, 3.5 y 4% de concentracién y ninguno de los aislados mostré
crecimiento al 5%, lo que nos hace suponer que por encima de ésta concentraciéon
no habra evidencia de desarrollo en los aislados. Es importante recalcar que uno
de los puntos intermedios evaluados fue 3.5% de concentracién, debido a que es
la concentracion salina promedio del mar, y sabiendo que las cepas fueron
aislados de sedimentos marinos se esperaba que el crecimiento fuese 6ptimo, sin
embargo, los resultados indicaron que Unicamente 10 de los 30 aislados

presentaron crecimiento bajo esta concentracion y fue muy pobre.
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Con los resultados de la tabla 8 se puede inferir que los aislados se clasifican
como halotolerantes los cuales pueden crecer en presencia y en ausencia de altas
concentraciones de sal, con requerimiento o tolerancia para algunas sales,
dependiendo del medio y de los factores nutricionales (DasSarma & Arora 2001).
Recordemos que los aislados fueron inoculados en un medio nutritivo (GYM), un
factor que dista mucho de las condiciones marinas de las que fueron aisladas, por
lo que se este incremento en los nutrientes estimulé un mejor crecimiento de los

aislado sobre todo en un ambiente con poco estrés (baja concentracién de NacCl).

Los resultados para la curva de tolerancia a SM se muestran en la tabla 9
después de 21 dias de incubacion. Podemos observar que el crecimiento de los
microorganismos es inversamente proporcional al incremento de la concentracidn

de SM en el medio.

Se percibidé que los aislados tuvieron una mayor tolerancia a la SM; ya que
todos los microorganismos crecieron bajo las concentraciones al 0, 1, 2 y 3%,
siendo 0 y 1% en donde se registré una mayor cantidad de biomasa a los 21 dias
de incubacion. Por otro lado, con 4% de SM se observo que la mayoria de los
aislados presentaron crecimiento. La cantidad de biomasa observada fue
disminuyendo paulatinamente en las concentraciones al 5, 6 y 7% de SM, en esta
tltima, sélo se evidencié crecimiento en las cepas BD-1, BD-3, BL-8 y BL-9.
Debido la tolerancia observada se evaluaron las concentraciones 8% y 9% de SM
obteniendo resultados negativos en ambos casos para todos los aislados.

En los graficos 5, 6, 7 y 8 se compararon ambas curvas de tolerancia, se
evidencié que las cepas presentaron una clara y mayor tolerancia a la SM a
diferencia de NaCl, asi mismo se observo que la adicion de sales al medio afecta

el crecimiento de los microorganismos.

Estudios anteriores (Dimroth 1987; Nakamura et al., 1992; Kogure 1998;
Hase et al., 2001) indican que el requisito de sodio para el crecimiento esta

implicado como una caracteristica primaria de los microorganismos marinos, no
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obstante los resultados obtenidos en la tabla 8 mostraron una disminucion del
crecimiento de los microorganismos al exponerlos a NaCl, por lo tanto no significa
gue para el crecimiento de los aislados sea necesario que el medio de cultivo se
deba suplementar con algun tipo de sal. Por otro lado, podemos apreciar que
todos los aislados presentaron un mejor crecimiento en los medios de cultivo sin
adicion de sal (0%), lo cual resulta extrafio y contradictorio al argumento de la
estricta necesidad de sodio para el crecimiento, sin embargo estudios previos han
precisado que los medios de cultivo comunes de laboratorio no estan totalmente
libres de contener sodio ya que las preparaciones comerciales contienen
cantidades suficientes de agregado o contaminantes de iones Na* para apoyar el
crecimiento apreciable de algunas bacterias marinas. En un estudio anterior
realizado por Reichelt y Baumann (1974) se demostré que 1% de extracto de
levadura y 1% de peptona contienen alrededor de 7,5 y 7,2 mM de Na’,
respectivamente. MacLeod y colaboradores (1963) encontraron que 2% de agar
contenia 9.2 mM del ion sodio. Lo anterior nos indica que el medio de cultivo GYM
no forzosamente esta exento de contener trazas de sodio. Por otro lado, el rango
de salinidad 6ptimo de crecimiento de las bacterias también se relaciona
directamente con la concentracion de nutrientes presentes en el medio (Canovas
et al.,, 1996), por lo que no necesariamente los aislados presentarian un
crecimiento Optimo al ser sometido a la misma concentracion SM, si se inoculan
en un medio cuya composicidon nutrimental es mayor y dista mucho de la

encontrada en los sedimentos marinos.

Ahora bien, regresando a la comparacion entre ambas sales (NaCl y SM) se
evidenci6 un mejor desempefio en los aislados sembrados en medio GYM
adicionado con SM. Ademas de sodio las bacterias marinas tienen requisitos de
otros iones, tales como el potasio, el magnesio y calcio para el crecimiento
(MacLeod 1965, 1968, 1971; Unemoto et al., 1973; Nakamura et al., 1992). Estos
iones (K*, Mg® y Ca") han demostrado que desempefian un papel importante en el
mantenimiento de la integridad celular y apoyan el crecimiento de las bacterias
marinas (Johnson & Harvey 1938; MacLeod & Matula 1961, 1962; MacLeod 1965;
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Unemoto et al., 1973). Sabiendo que estos iones son parte de los componentes de
la SM, no es de extrafiar que los aislados sometidos a esta sal hayan presentado
un mejor desempefio al crecer y mostraron una mayor tolerancia que al ser

sometidos a NaCl el cual evidentemente tiene una deficiencia de estos iones.

7.3. Efecto de la concentracién de sales sobre la actividad lipolitica

Los resultados obtenidos en los ensayos anteriores permitieron obtener los
parametros a combinar en este tercer experimento; con el objetivo de evaluar si
existe inhibicién o estimulacién de la actividad lipolitica a ciertas concentraciones

de sales.

Del “experimento 1” se seleccionaron aquellos acidos grasos bajo los cuales
se presentd mejor actividad lipolitica (T40, T60 y T80), asi como la concentracién
promedio mas elevada en las que se reportd crecimiento para ambas sales en el
“experimento 2”. De este modo se decidié hacer la primera evaluacién utilizando
medio GYM como base, al que se le adicioné T40. Se realizaron dos lotes para
cada una de las sales a evaluar (NaCl y SM) agregando una concentracién del
5%.

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos, donde se observé un
crecimiento nulo de los aislados sembrados en medio GYM adicionado con T40 y
5% de NaCl. Si bien en la curva de tolerancia (tabla 8) no se presentd crecimiento
bajo esta concentracion de NaCl, se evalu6 si la adicion del &cido graso
incrementaba en el crecimiento de los aislados al verse obligados a producir
enzimas lipoliticas. Por otro lado, el desarrollo de los aislados en medio GYM
adicionado con T40 y 5% de SM, el crecimiento fue positivo para 17 de los 30
microorganismos, pero este crecimiento fue muy pobre y en ninguno de estos
aislados se observé evidencia de actividad lipolitica. De acuerdo a lo anterior,
resulta evidente que a pesar de estar en un medio enriquecido (GYM), la adicién
del &cido graso afecto el desarrollo de los microorganismos, los cuales ademas se
encontraban en un ambiente estresante debido a la adicion de sales.
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Dado los resultados anteriores, se decidi6 hacer una modificacion en los
factores abioticos; utilizando Unicamente SM y una concentracion del 3.5% por ser
el valor promedio de SM a la que se encontraban los aislados. Por otro lado, como
sustratos se utilizaron los tres acidos grasos en donde se reporté mejor actividad
lipolitica en el “experimento 1”; Tween 40, 60y 80.

Los resultados se muestran en la tabla 12. El crecimiento de las cepas se
determind haciendo comparaciones entre aislados, utilizando como referencia
cepas inoculadas en medio GYM sin adicion de sales ni acidos grasos, dado que
bajo estas condiciones el crecimiento de los 30 aislados fue mayor en el
“experimento 2”. Al evaluar el crecimiento de los aislados inoculados en T40, T60
y T80 se observaron diferencias evidentes dependiendo del acido graso
adicionado, es decir; el mejor crecimiento se reporté en el medio adicionado con
T40 obteniendo valores de crecimiento excelentes (++++) en la mayoria de los
casos, asi mismo para T60 se percibié un aumento en la cantidad de biomasa en
la mayoria de los aislados siendo ligeramente inferior en algunos casos y se
reportaron valores de crecimiento entre excelentes (++++) y buenos (+++). Por
ultimo el medio adicionado con T80 fue el que mostro los aislados con menor
crecimiento con valores de crecimiento buenos (+++) en gran parte de los casos.
Si cotejamos estos datos con los obtenidos en la curva de tolerancia (Tabla 9) en
donde los valores de crecimiento para SM al 3.5% estuvieron entre un rango de
crecimiento regular (++) y un crecimiento pobre (+). De este modo, se mostro que
los aislados tuvieron un mejor desarrollo al ser sometidos a un menor estrés en

especial en presencia de nutrientes.

Si bien en la curva de tolerancia de SM (tabla 9) no se evalué el crecimiento
al 3.5% de concentracion, es posible interpolar los resultados obtenidos ya que

éstos muestras una tendencia directamente proporcional.

Por otro lado, esta claro que la mayoria de los aislados incrementaron su

crecimiento con la adicion de acidos grasos; sin embargo, hubo microorganismos
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gue se vieron afectados por estas condiciones como fue el caso de los aislados
BL-10 y DU-6 cuyo crecimiento se reporté como nulo con estos requerimientos.

Al evaluar la actividad lipolitica se observé una tendencia inversamente
proporcional con respecto al crecimiento observado, asi que los aislados que
tenian como sustrato T80 fueron aquellos que presentaron valores mayores a 5
mm en el diametro del precipitado en casi todos los aislados en comparacion con
aquellos expuestos al T60, cuyos valores fueron relativamente menores, salvo
algunas excepciones (BD-1, BL-9 y CV-11) por ultimo los aislados en presencia de
T40 obtuvieron valores muy bajos de precipitado y en algunos casos no se reporto
evidencia de éste.

Los resultados obtenidos para la actividad lipolitica nos muestran que las
enzimas secretadas por la mayoria de los aislados tienen una preferencia por
acidos grasos de cadena larga (Tween 80), el cual al ser un monoéster de un
acido graso (acido oleico), es un buen sustrato segun lo reportado por Gomori
(1949) y Verne (1952), lo que nos lleva a pensar que probablemente las enzimas
presentes en estos aislados son lipasas.

Los microorganismos que mostraron mejor rendimiento para la actividad
lipolitica en T80 fueron: BA-1, BA-15, BL-9 y CV-5. Al examinar los resultados en
estas condiciones y de acuerdo a lo observado en el experimento 1 con MB se
observaron notorias diferencias entre los aislados que presentaron mejor actividad
en ambos ensayos (tabla 13). Es decir, el aislado CV-11 present6 excelente
actividad en el experimento 1 y no figuré dentro de los mejores microorganismos
en el experimento 3. Asi mismo, observamos que el aislado BA-1 obtuvo una
mayor actividad al estar en condiciones de estrés (experimento 3). Finalmente,
podemos reportar que las cepas BA-15 y BL-9 presentaron buena actividad
lipolitica en ambas evaluaciones, ademas el aislado BL-9 tuvo uno de los rangos
de tolerancia mas amplios al crecer con el 7% de SM.
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Tabla 13. Comparacion de
resultados de actividad lipolitica

Diametro de degradacién (mm)
Experimento 1 Experimento 3

BA-1 2 9
BA-15 5 6

?:5118 152 4 Experimento 1.- MB adicionado con Tween
BL-1 6 > 80, 14 dias de incubacion 30°C.

oA > 2 Experimento 3.- GYM adicionado Tween 80,
B 2 3 3.5% SM, 21 dias de incubacién 30°C.

BL-9 7 5

CV-5 3 5

Cv-11 14 3

DU-12 9 3

DX-9 5 3

DX-12 5 3

Si recordamos los resultados del experimento 1, con los tres acidos grasos
gue se evaluaron, se reportd un buen desempefio de actividad lipolitica, no
obstante recordemos que en este estudio se utilizé medio basal (MB) que se
caracteriza por su baja cantidad de nutrientes, por lo que probablemente este
déficit nutritivo en el medio obligé a los microorganismos a degradar los acidos

grasos presentes y por ello la actividad fue positiva en T40, T60, T80.

La concentracion de sal reportada en otros estudios sugiere que sin la
adicion de sal se deberia presentar una mayor actividad lipolitica (Keneally et al.,
1988). Sin embargo, Giudice y colaboradores (2006) reportaron que los
microorganismos con mayor actividad lipolitica presentaban mayor degradacion
con agua marina. Estos resultados, aparentemente contradictorios, coinciden con
lo reportado en este estudio ya que hubo aislados que presentaron una mayor
actividad lipolitica con la adicion de sal y otros que tienen un mayor desempefio

sin ella.
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8. CONCLUSIONES

Después de haber realizado este proyecto donde se evalud la actividad

lipolitica de actinobacterias del género Micromonospora bajo diferentes acidos

grasos y estrés salino, se puede concluir lo siguiente:

Las cepas en estudio mostraron actividad lipolitica con los acidos grasos
Tween 40, Tween 60 y Tween 80, durante los primeros 15 dias de
incubacion a 30°C.

Las concentraciones de NaCl y SM afectan el crecimiento de los aislados,
sin embargo, éstos tienen una mayor tolerancia (mejor crecimiento) a la SM

debido a la mezcla de iones presentes en ella.

Existe una mayor degradacion de T80 por lo que se podria sugerir que las
enzimas secretadas por los aislados son lipasas, no obstante, éste es sélo
un estudio preliminar, por lo que se requiere hacer experimentos
adicionales como el aislamiento y la purificacion de la enzima para su

posterior caracterizacion.

Se observé que los aislados presentan un mejor desempefio al ser
sometidos a una situacion de estrés como fue la adicion de sales al medio

de cultivo.
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De los 30 microorganismos, el aislado BL-9 present6 los mejores resultados
en produccion de actividad lipolitica y crecimiento bajo estrés, por lo que
seria ideal su estudio a profundidad debido a que podria presentar

caracteristicas importantes para ser utilizada a nivel industrial.

Se evidencié que la concentracion de sales a la cual se genera mayor
actividad lipolitica es dependiente de cada microorganismo, ya que algunos
aislados presentaron un mejor desempefio en la degradacion sin la adicion
de sales y en contra parte hubo otros que tuvieron mejor desempefio con la
adicion de éstas.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar la evaluacion del efecto de las concentraciones sobre la actividad
lipolitica, a 31 dias de incubacién, debido al aumento de la actividad
observada con respecto al tiempo y verificar si esta actividad se ve
modificada para cada aislado.

Dado que éste fue un estudio preliminar, se recomendaria utilizar
Unicamente los aislados que presentaron mayor actividad lipolitica y realizar
un segundo estudio, para evaluar cuantitativamente esta actividad y el
efecto ante diferentes factores abibticos

Realizar un arbol filogenético secuenciando los genes 16S y gyrB con las
especies del género Micromonospora y los aislados que presentaron mejor
actividad lipolitica en el estudio, para establecer exactamente la relacion
gue existe entre las especies y los aislados asi como para determinar sus
distancias evolutivas.

Realizar el aislamiento y la purificacién de las enzimas utilizando aquellos
microorganismos que presentaron una mayor degradacién de acidos
grasos, identificando y caracterizando la enzima para corroborar si son
lipasas o esterasas, de tal modo que pudieran ser candidatas a posibles
usos industriales.
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11. APENDICE

Medio basal (MB) (Sierra, 1957; Giudice et al., 2006)

Peptona Bacterioldgica 1%
CaCl, 0.01%
Agar Bacteriol6gico 1.2%
pH 7.4

Medio GYM (Shirling & Gottlieb, 1966)

Glucosa 0.4%

Extracto de levadura 0.4%

Extracto de Malta 1%

CaCOs3 0.2%

Agar Bacteriol6gico 1.2%

pH 6.8 - 7.2 (ajustar pH so6lo con KOH)
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Estandares de Mcfarland

1. Se prepara una solucion de BaCl, (SIGMA) al 1% y otra de H,SO, puro
(BAKER) al 1%

2. Estas 2 soluciones se ponen en las cantidades establecidas de acuerdo a la
tabla 13 y se mezclan perfectamente en tubos de ensaye de rosca.

3. La densidad de cada tubo corresponde a la densidad de las suspensiones
microbianas, indicadas en la siguiente tabla.

Tabla 14. Relacion entre los estandares de McFarland y las suspension bacteriana
(Murray et al., 2003)

Estandar Volumen BaCl, Volumen H,SO, Suspension Bacteriana
1% (ml) 1% (ml) Correspondiente (10° UFC/ml)
0.5 0.05 9.95 1.5
1 0.1 9.9 3
2 0.2 9.8 6
3 0.3 9.7 9
4 0.4 9.6 12
5 0.5 9.5 15
6 0.6 9.4 18
7 0.7 9.3 21
8 0.8 9.2 24
9 0.9 9.1 27
10 1 9 30
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Representacion visual de la degradacion de acidos grasos (Experimento 1).

En las siguientes imagenes se muestra la actividad lipolitica de 16 aislados y se sefialan

con una flecha la presencia del precipitado.

/

Cepas; BA-18, BD-1, BA-15 y BD-3 Cepas; BL-8, BL-9, BL-15 y BL-12

\

Cepas; BL-1, BL3, BL-6 y BL-4 Cepas; CV-11, CV-4, CV-5 yCV-

Figura 6. Actividad lipolitica de los aislados més representativos, donde se observa el halo de
degradacion obtenido en MB Tween 40 a los 10 dias de incubacion a 30 °C.
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Cepas; BL-8, BL-9, BL10y BL-12 Cepas; BL-1, BL-3, BL-4y BL-6

\

Cepas; BA-3, BA-15, BD-1y BD-3 Cepas,; CV-4, CV-5, CV-7y CV-11

Figura 7. Actividad lipolitica de los aislados més representativos, donde se observa el halo de
degradacion obtenido en MB Tween 80 a los 15 dias de incubacion a 30 °C.
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Figura 8. Representacion visual del crecimiento y actividad lipolitica (flecha) en presencia de
diferentes acidos grasos. En las siguientes imégenes se muestra el crecimiento y la actividad
lipolitica de alaunos de los aislados en estudio.

Aislado Tween 40 Tween 60 Tween 80

BA-1

BA-13

BA-15

BA-18
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Figura 9. Representacion visual del crecimiento y actividad lipolitica (flecha) en presencia de
diferentes acidos grasos. En las siguientes imégenes se muestra el crecimiento y la actividad
lipolitica de algunos de los aislados en estudio.

Aislado Tween 40 Tween 60 Tween 80

BL-8

BL-9

CVv-4

CV-5

82



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Tabla 15. Crecimiento de aislados sometidos a diferentes concentraciones de
NaCl, 7 dias de incubaciéon 30°C

Aislado 0% 1% 2% 3% 3.5% 4%
BA-1 ++++ ++ + - - -
BA-3 ++++ + - - - -
BA-9 ++++ + - - - -
BA-13 ++++ ++ + - - -
BA-15 ++++ ++ + - - -
BA-18 ++++ +++ ++ + - -
BD-1 ++++ ++ + - - -
BD-3 ++++ ++ + - - -
BL-1 ++++ +++ ++ + - -
BL-3 ++++ +++ ++ + - -
BL-4 ++++ + - - - -
BL-6 ++++ ++ + - - -
BL-8 ++++ +++ ++ - - -
BL-9 ++++ +++ ++ +++ - -
BL-10 +++ + - - - -
BL-12 ++++ ++ + - - -
CVv-4 ++++ +++ ++ + - -
CV-5 ++++ ++ + - - -
CvV-7 ++++ ++ - - - -
Cv-11 ++++ +++ ++ + - -
CV-13 ++++ ++ + - - -
CV-20 ++++ ++ + - - -
DU-2 ++++ +++ ++ ++ + -
DU-4 ++++ ++ + - - -
DU-6 ++++ ++ - - - -
DU-10 ++++ ++ + - - -
DU-11 ++++ ++ + + - -
DU-12 ++++ ++ - - - -
DX-9 ++++ ++ + - - -
DX-12 ++++ ++ + - - -

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento
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Tabla 16. Crecimiento de aislados sometidos a diferentes concentraciones de
NaCl, 14 dias de incubacién 30°C

Aislado 0% 1% 2% 3% 3.5% 4% 5%
BA-1 ++++ ++ + - - - -
BA-3 ++++ + - - - - -
BA-9 ++++ + - - - - -
BA-13 ++++ ++ + - - - -
BA-15 ++++ ++ + - - - -
BA-18 ++++ +++ ++ + + - -
BD-1 ++++ ++ + - - - -
BD-3 ++++ ++ + + - - -
BL-1 ++++ +++ ++ ++ + + -
BL-3 ++++ +++ ++ + - - -
BL-4 ++++ + - - - - -
BL-6 ++++ ++ + - - - -
BL-8 ++++ +++ ++ + + - -
BL-9 ++++ +++ ++ ++ + - -
BL-10 +++ + + - - - -
BL-12 ++++ ++ + - - - -
Cv-4 ++++ +++ ++ + + - -
CV-5 ++++ ++ + - - - -
CV-7 ++++ ++ + - - - -

Cv-11 ++++ +++ ++ ++ + + -

CV-13 ++++ ++ + - - - -

CV-20 ++++ ++ + - - - -
DU-2 ++++ ++ + + + - -
DU-4 ++++ +++ ++ + - - -
DU-6 ++++ ++ + - - - -
DU-10 ++++ +++ ++ + - - -
DU-11 ++++ +++ ++ + + + -
DU-12 ++++ ++ + - - - -
DX-9 ++++ ++ + - - - -
DX-12 ++++ +++ ++ + - - -

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento
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Tabla 17. Crecimiento de aislados sometidos a diferentes concentraciones de sal

marina 7 dias de incubacion 30°C

Aislado 0% 1% 2% 3% 4% 5% 6% % 8% %
BA-1 +H++ +++ ++ ++ + - - - - -
BA-3 ++++ ++ ++ + - - - - - -
BA-9 ++++ ++ ++ + - - - - - -
BA-13 ++++ +++ ++ + + - - - - -
BA-15 +H++ +++ ++ + + - - - - -
BA-18 ++++ +++ ++ + + - - - - -
BD-1 +H++ ++ ++ + + + + -
BD-3 ++++ +++ ++ + + + - -
BL-1 ++++ +++ ++ ++ + + - - - -
BL-3 +H++ +++ ++ ++ + + - - - -
BL-4 +H++ +++ ++ + - - - - - -
BL-6 +++ ++ + - - - - - - -
BL-8 +H++ +++ ++ ++ + + + + - -
BL-9 +H++ +++ ++ ++ ++ + + + - -
BL-10 ++ + + - - - - - - -
BL-12 ++++ +++ ++ ++ + - - - -
CV-4 +H++ +++ ++ ++ + + - - - -
CV-5 ++++ +++ ++ + + - - - - -
CV-7 ++++ ++ + - - - - - - -

Cv-11 ++++ +++ ++ ++ + - - - - -

CV-13 ++++ +++ ++ + + - - - - -

CV-20 ++++ ++ + + - - - - - -
DU-2 +H++ +++ ++ ++ + + - - - -
DU-4 +H++ +++ ++ ++ + + - - -

DU-6 ++++ ++ + + - - - - - -
DU-10 ++++ +++ ++ ++ + - - - - -
DU-11 +H++ +++ ++ + + + - - - -
DU-12 ++++ ++ ++ + - - - - - -

DX-9 ++++ +++ ++ ++ + - - - - -
DX-12 ++++ +++ ++ ++ + - - - - -

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento
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Aislado
BA-1
BA-3
BA9
BA-13
BA-15
BA-18
BD-1
BD-3
BL-1
BL-3
BL-4
BL-6
BL-8
BL-9
BL-10
BL-12
CV-4
CV5
Cv-7
Cv-11
CV-13
CV-20
DU-2
DU-4
DU-6
DU-10
DU-11
DU-12
DX-9
DX-12

++++: Excelente crecimiento

Tabla 18. Crecimiento de aislados sometidos a diferentes concentraciones de sal

0%
+HH+
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++
+++
+H++
+H++
+H++
+HH+
+H+
+H++
+++
+H++
+HH+
+HH+
+H++
+H++
+H++
+H++
+H++

1%
+HH+
+HH+
+++
+++
+++
+++
+H++
+H++
+H++
+++
+++
+++
+H++
+H++
+++
+++
+H++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

+++: Buen crecimiento
++: Crecimiento regular
+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento

2%
+++
+++
++
++
++
+++
+++
+++
+++
+++
++
++
+++
+++
++
+++
+++
++
++
+++
++
++
+++
++
++
+++
++
+++
+++
+++

marina 14 dias de incubaciéon 30°C

3%
++
++

++
++
++
++
++
++
++

++
++

++
++
++

++

++
++
++
++
++
++
++
++

4%
+

+ + + + + + + + + o+

+
+

+ + + + + + + + + + + + + + +
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Tabla 19. Crecimiento y Actividad lipolitica de aislados utilizando distintas fuentes de

sustrato en medio GYM con 3.5% SM 7 dias de incubacién 30°C

Aislado  Tween40 D.D. (mm) Tween60 D.D.(mm) Tween 80 D.D.(mm)

BA-1 +++ - +++ - +++ -
BA-3 - - - - - -
BA-9 - - - - - -
BA-13 +++ - +++ - +++ -
BA-15 ++ - ++ - + -
BA-18 +++ - +++ - +++ -
BD-1 - - - - + -
BD-3 +++ - +++ - ++ -
BL-1 +++ - +++ - +++ -
BL-3 +++ - +++ - +++ -
BL-4 ++ - ++ - + -
BL-6 - - - - - -
BL-8 ++ - ++ - ++ -
BL-9 +++ - +++ - +++ -
BL-10 - - - - - -
BL-12 + - + - + -
Cv-4 +++ - +++ - +++ -
CV-5 ++ - ++ - ++ -
Cv-7 + - + - + -
Cv-11 - - - - - -
CV-13 + - + - + -
CV-20 - - + - + -
DU-2 ++ - +++ - +++ -
DU-4 + - ++ - ++ -
DU-6 - - - - - -
DU-10 +++ - +++ - +++ -
DU-11 +++ - +++ - +++ -
DU-12 +++ - +++ - +++ -
DX-9 ++ - ++ - ++ -
DX-12 +++ - +++ - +++ -

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

-: Sin crecimiento

D.D.= Didmetro de degradacion
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Tabla 20. Crecimiento y Actividad lipolitica de aislados utilizando distintas fuentes de
sustrato en medio GYM con 3.5% SM 14 dias de incubacion 30°C

Aislado  Tween40 D.D.(mm) Tween60 D.D.(mm) Tween80 D.D.(mm)

BA-1 Artpapap - ++++ 1 +++ 3
BA-3 ++ - ++ - + -
BA-9 ++ - ++ - + -
BA-13 Artpapap - ++++ - +++ 2
BA-15 ok - ok 1 o+ 1
BA-18 Ardpapap - ++++ 1 +++ -
BD-1 + - + - ++ -
BD-3 Artpapap - ++++ 1 +++ -
BL-1 Artpapap - ++++ 2 +++ 2
BL-3 Artpapap - +++ 2 +++ 2
BL-4 +++ - ++ 1 ++ 1
BL-6 ++ - ++ - +++ -
BL-8 PP - +++ 2 Arpap 2
BL-9 rdpapap - ++++ 3 Arpap 2
BL-10 = = = = = =
BL-12 PP - +++ 2 Arpap 1
CV-4 Ardpapap - ++++ 2 ripdpap 2
CV-5 PP - +++ 2 Arpap 3
CV-7 ++ - +++ - Arpap 1
CV-11 PP - +++ 2 ++ -
CV-13 ++ - +++ 2 ++ 2
CV-20 + = + = + =
DU-2 PP - rdpap 1 Arpap 2
DU-4 +++ - +++ 2 +++ 2
DU-6 = = = = = =
DU-10 Aripapap - ++++ 2 {ripdpap 2
DU-11 Aripapap - ++++ 2 {ripdpap 2
DU-12 Aripapap - ++++ 2 {ripdpap 2
DX-9 Aripapap - ++++ 2 Arpap 1
DX-12 Aripapap - ++++ 2 {ripdpap 2

++++: Excelente crecimiento
+++: Buen crecimiento

++: Crecimiento regular

+: Crecimiento pobre

D.D.= Didmetro de degradacion
- Sin crecimiento
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