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RESUMEN.

Los microorganismos extremdfilos y sus enzimas son de particular interés industrial ya que permiten simplificar las
condiciones de los procesos. Los usos de lipasas se han diversificado y con ello los requerimientos de la industria por
enzimas capaces de trabajar en ambientes extremos. Los objetivos de este trabajo consistieron en aislar un
microorganismo productor de lipasa con actividad a altas temperaturas y caracterizar su actividad. El lugar del
aislamiento fue Los Azufres, Michoacan, México. Se desarrolld un sistema de enriquecimiento in sirw de los
microorganismos de interds. Para este enriquecimiento se utilizaron cartuchos para cromatografia liquida de
octadecilsilano embebidos con manteca vegetal. Se recogieron las muestras después de una semana de estancia en el
lugar elegido, Se realizaron los ensayos de aislamiento con técnicas de plaqueo directo y de enriquecimiento selectivo
con ¢l uso de alta temperatura de incubacién como agente selectivo para la obtencion de organismos. Se obtuvieron
dos microorganismos lipoliticos, sélo uno de los cuales resulto termofilo, en el cual se centro el resto de la
investigacion. El microorganismo se clasifico mediante pruebas bioquimicas clasicas en el géneroBacillus y se le
denominé GMAT al no poder ubicario en una especic definida con este inico criterio taxonémico. La medicion de
actividad lipolftica se realiz6 mediante la técnica de caida de pH y encontraron 6ptimos de actividad a 50°C y pHi de
10.5. Muestra actividad en un intervalo de 5°C a 80°C, conservando mas del 75% de su actividad a esta ultima
temperatura durante 10 minutos, El rango de pH en el que manifiesta actividad va de 8.6 a 1.3, Presenta gran

afinidad por dcidos grasos de cadena corta y es inhibida por Ca**, Mg?' v grupos sulfhidrilo.
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CAPITULO 1,
MICROORGANISMOS EXTREMOFILOS Y SUS ENZIMAS,

Introduccion,

l.os microorganismos y sus enzimas se han utilizado para diversos procesos industriales, médicos y ambientales.
Estos procesos requieren frecuentemente el uso de condiciones extremas como temperaturas, fuerza ionica, presion,
pH, asi como solventes orgénicos. Por cllo ha sido necesario el aislamiento de microorganismos y enzimas que
puedan realizar las reacciones de estos procesos en estas condiciones impuestas. Estos microorganismos se pueden
encontrar en distintos ambientes que para ¢l hombre pueden parecer extremos, pero para ellos resultan 6ptimos o muy
cercanos a lo 6ptimo para su desarrollo. Recientemente el término "extremofilo" se ha usado para describir a estos
microorganismos, incluyendo en éstos a los termdfilos, psicrofilos, acidofilos, alcaléfilos, halofilos, osmofilos,
barofilos, resistentes a radiacion y resistentes a metales pesados. Este grupo de microorganismos habfa sido
considerado como curiosidades de laboratorio y hasta hace poco se comenzo6 a considerar su potencial de aplicacion
biotecnoldgica (Herbert 1992). El descubrimiento de enzimas mas activas y con mayor estabilidad a condiciones

extremas de proceso ha dado por resultado la expansion del mercado de éstas (Zamost y col. 1988).

—AA,

¢A qué le llamas "extremo"?
INos encanta estar aqui!
Fuente: Herbert (1992),
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Terméfilos.

La importancia de las enzimas termoactivas radica en las varias ventajas que éstas presentan en procesos industriales
con respecto a las enzimas termolabiles. La principal consiste en que se puede elevar la temperatura del proceso y por
ello, la velocidad de la reaccion. En general un incremento de 10°C puede elevar la velocidad de reaccion al doble, lo
cual en su momento puede constituir una reduccion en la concentracion de enzima usada en el proceso. Aparejado a
la actividad se tiende a observar una alta termoestabilidad que les da a estas enzimas una mayor vida media, lo que
representa un ahorro en costos. Ademds el uso de altas temperaturas en proceso (mayores a 60°C) inhiben el
desarrollo microbiano, disminuyendo asi la probabilidad de contaminacién. Por otro lado, ¢l uso de altas temperaturas
reduce la viscosidad, lo cual es util en las operaciones de mezclado y transferencia de masa (Zamost. 1988). En la
Tabla 1.1 encontramos enzimas termofilicas que se encuentran disponibles en el mercado para aplicaciones

comerciales; como se puede ver la temperatura de proceso puede ser muy variable al igual que sus aplicaciones.

TABLA 1.1. Enzimas termoestables disponibles y su aplicacién industrial.

Enzima Temperatura | Aplicacion
de proceso (°C)
Carbohldratos
a-Amilasa 90-110 Hidrolisis de almidon, cerveceria
panaderia, textiles.
a-Amilasa fungica 50-60 Maltosa.
Glucoamilasa 50-60 Hidrolisis de maltodextrinas.
Pululanasa 50-60 Jarabes de alta glucosa,
Xilosa isomerasa 50-60 Jarabes de alta fructosa,
p-Galactosidasa 30-50 Hidrdlisis de lactosa.
Celulasa 45-60 Hidrolisis de celulosa.
Pectirasa 30-50 Clarificacion de jugos de frutas.
Proteasas
Proteasas dcidas 30-50 Procesamiento de alimentos.
Proteasas neutras (fungicas) 40-60 Panaderia, cerveceria.
Proteasas alcalinas 40-60 Detergentes.
Lipasas 30-70 Detergentes, procesamiento  de
alimentos,

Fuente: Herbert 1992

Amilasas. Dos amilasas han sido estudiadas en gran detalle, éstas son lac-amilasa y la B-amilasa. La a-amilasa es
una endoenzima que hidroliza los enlaces glucosidicosa-1,4 de manera aparentemente aleatoria en la amilosa, Actua
de manera similar en la amilopectina, sin embargo los enlaces «-1,6 no son hidrolizados por lo cual se forma una

pequena cantidad de panosa, un trisacdrido que contiene estos enlaces. A esta enzima se le conoee como "enzima



licuefactante” por su capacidad de reducir la viscosidad de soluciones de almidén. El tratamiento con esta enzima de
almidon, produce una mezcla de maltosa, glucosa y un poco de panosa. LaB-amilasa es una exoenzima gue remueve

unidades de maltosa del extremo no reductor de la cadena de almidén. Dado que la maltosa aumenta la dulzura de la
solucion de almidén, a esta enzima se le conoce como “enzima sacarificante” (Richardson y Hyslop 1985). Lasa-

amilasas termoestables se conocen desde 1977, cuando se detectaron como impurezas en la produccién de proteasas
de Bacillus stearothermophilus (Sidler y Zuber 1977). Lasu-amilasas termoestables despertaron un gran interés en la
industria, ya que podian trabajar hasta 110°C, por lo cual se incrementd la investigacion en el rea y se han
encontrado otros microorganismos productores de estas enzimas, como Bacillus licheniformis (Morgan y Priest
1980), Thermoactinomyces vulgaris (Sakano y col. 1982) y Thermomonospora curvata (Glymph y Stutzenberger
1977). El interés en estas enzimas llevo a los investigadores a buscar ¢n otros sistemas de expresion para aumentar los
rendimicntos de la enzima. Se clond laa-amilasa de B. stearothermophilus en E. coli usando ¢l pBR322 como vector
con buenos resultados, en contraste con la clonacion de otras amilasas como las deB. coagulans y la de B. subtilis

con este mismo vector, que presentaron inestabilidad (Tsukagoshi y col. 1984). Por otro lado la amilasa deB.

licheniformis se ha clonado en B. subtilis y en E. coli, obteniéndose clonas productoras que conservan la

termoestabilidad de la a-amilasa original (Joyet y col. 1984).

Proteasas, Las proteasas de microorganismos neutrdfilos y alcaldfilos representan la mayor fuente de enzimas
proteoliticas producidas. Las proteasas alcalinas, o las subtilisinas, secretadas por microorganismos neutréofilos del
género Bacillus son estables en un rango de pH de 5 a 10 a bajas temperaturas, pero se inactivan ficilmente a altas
temperaturas y en medios alcalinos en ausencia de Ca**. Las proteasas alcalinas de microorganisinos alcaldfilos no
han sido estudiadas en gran detalle pero mantienen muchas similitudes con las subtilisinas. Las serin-proteasas de los
alcalofilos muestran una mejor cstabilidad en medios alcalinos y puntos isoeléctricos extremadamente basicos
(Durham y col. 1987). Las proteasas alcalinas como la de Thermomonospora fusca YX tienen varias propiedades que
la hacen potencialmente comercial. Presenian actividad en un amplio rango de temperatura y pH, y es resistente a
desnaturalizacion por calor y agentes quimicos. Una aplicacion de estas proteasas estd en la hidrolisis de proteina ya
sea de plantas, pescados o animales, considerando que la hidrolisis acida convencional degrada al triptofano y

convierte a la glutamina y asparagina a sus tormas acidicas. Estos hidrolizados son de gran importancia clinica para



personas que por prescripcion médica deben recibir una alimentacién liquida con alto contenido en proteina, Otro uso
es el de limpieza de membranas de ultrafiltracion o de ésmosis inversa contaminadas con proteinas. Algunos tipos de
estas membranas, especialmente las de acetato de celulosa se pueden daflar por las condiciones extremas de
temperatura y pH usadas para la limpieza de equipo para procesamiento de productos licteos. La proteasa de7. fusca

puede hacer el trabajo de las enzimas convencionales que se utilizan para la limpieza de estos equipos, con mejor
eficiencia, y en menos de una hora (a 65°C, pH 8), comparado con las 24 horas que tardan las otras enzimas. Las
proteasas alcalinas se utilizan también en detergentes, donde la subtilisina Carlsberg (de Bacillus licheniformis) ha

dominado el mercado por su amplia especificidad y su pH optimo muy cercano al pH de lavado (aproximadamente
9), ademas muestra actividad de 55 a 60°C. Las proteasas como la de7. fusca presentan actividad por arriba de 80°C

y son menos sensibles a peroxido de hidrogeno (Gusek y Kinsella 1988). Otras proteasas, como las mostradas en la
Tabla 1.2, han sido estudiadas dada su potencial aplicacion industrial y sus caracteristicas, como la termopsina de
Sulfolobus acidocaldarius, una arqueobacteria terméfila. Esta enzima hidroliza proteinas en varios sitios internos
(actividad endopeptidasa) con actividad optima a pH 2 y 90°C. Es activaen unrangodepH de 0.5 a 11.5yde 5a

100°C de temperatura (Lin y col. 1992),



TABLA 1.2, Caracteristicas de varias proteasas termoactivas.

Microorganismo/ proteina Tipode pH*  Temp.* Vidamedia
enzima (°C)

Bacillus licheniformis S 9.0 60 50min/65°C

Subtilisina Al

B. thermoproteoliticus M 7.0 80 15min/85°C

Termolisina

Thermus aquaticus YT-1 S 100 75 180min/80°C

Acualisina

Thermus aquaticus T351 M 8.0 90 60min/90°C

Caldolisina >10000min/75°C

Streptomyces sp. 1689 SH-S 105 80 30min/80°C

Proteasa A

S. rectus va proteolyticus S 9.0 70 30min/80°C

Desulfurococcus sp. S 8.0 100 90min/95°C

Arqueolisina 9min/105°C

Thermomonospora fusca S 9.0 80 15min/85°C

Proteasa YX

Pyrococcus furiosus ND 6.8 98 3600min/98°C

Pyrolisina

Sulfolobus acidocaldarius ND 2.0 90 >90min/90°C*

Termopsina

Vibrio proteolyticus ND 8.0 65 20min/65°C

Vibriolisina

* La enzima no muestra pérdida de actividad después de 90 minutos.* Valor é6ptimo.
- S, Serina; M, Metal; ND, No Descrito,
Fuente: Zamost y col. 1988,
Xilanasas. Existen otras enzimas con aplicaciones de gran interés industrial como las xilanasas. Las xilanasas se han
utilizado con cuatro fines principalmente; 1) degradacién enzimética de desechos agricolas para la produccién de
alcoholes combustibles; 2) tratamiento enzimatico de alimentos para animales para la liberacion y posterior
aprovechamiento de pentosas; 3) tratamiento de pulpas para la obtencién de celulosa para produccién de rayon; y 4)
para ¢l bioblanqueado de pulpas de madera. En la industria papelera este bioblanqueado sirve para dar un mejor brillo
a las pulpas blanqueadas, reduciendo las cantidades de cloro usadas e incrementando la calidad del papel para
procesos posteriores de reciclado. En 1989, Novo Nordisk S/A lanz6 al mercado una xilanasa para el blanqueado de

pulpas de madera, la Pulpzyme® HA, que es una preparacion enzimatica que contiene una hemicelulasa producida

por Trichoderma reesei.

Lipasas. Las lipasas se utilizan para la catalisis de varias reacciones como son; 1) hidrélisis de lipidos; 2) acidélisis

(reemplazo de un dcido graso por un dcido graso libre); 3) transesteriticacion (intercumbio de acidos grasos entre



triglicéridos); y 4) sintesis de ésteres. Como sc menciona en el capitulo correspondiente a lipasas, es importante que
no esté presente una gran cantidad de agua cuando se desca conservar el enlace éster, de modo que las reacciones se
realizan en una mezcla de los reactivos, para este fin se prefiere que la mezcla se caliente entre 50 y 80°C para
mantener estas grasas en estado liquido. Se han encontrado varias lipasas termoactivas, como las descritas por Lie y
col. (1991); Gowland y col. (1987); Emanuilova. y col. (1993); y Watanabe y col. (1977). Las lipasas usadas para
transesterificacion, acidolisis o sintesis de ésteres se inmovilizan para aumentar su termoestabilidad y utilizarse en

columnas como la lipasa de Mucor michei que eleva su 6ptimo a 70°C tras la inmovilizacién (Zamost y col. 1988),

Ciclodextrin-glicosil transferasas, E! almidon puede ser degradado por un grupo de enzimas denominado
"ciclodextrin-glicosil transferasas” (CGTasas, |, 4-a-D-glucano-4-a-D-(1,4-a-D-glucano)-transferasa, EC 2.4.1.19),
La CGTasa degrada almidon al catalizar las reacciones de ciclizacién y desproporcién como se muestran en la Figura
1.1. En el proceso de produccién de ciclodextrinas se utiliza un paso previo para la solubilizacién del almidén
mediante el uso de una a-amilasa que debe ser inactivada posteriormente para obtener un buen rendimiento de
ciclodextrinas. El procedimiento requiere del uso de la CGTasa de B. mascerans pero requiere de mucho tiempo para
la obtencién de buenos rendimientos y por ello aumentan las probabilidades de contaminacion. La CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. ATCC 53627 posee un pH 6ptimo de 5.0 y una temperatura dptima de 95°C, lo cual ha
hecho que esta enzima se utilice industrialmente para la hidrélisis de almidén y sintesis de ciclodextrinas (Zamost y

col. 1988).

ciclizacion

1) gluc(n) gluc(n-x) + x

acoplamiento

X=6 «a-ciclodextrina
X=T7 f-ciclodextrina
X =8  y-ciclodextrina

desproporcion
2) gluc(m) + gluc(n) < gluc(m+x) + gluc(n-x

FIGURA 1.1, Reacciones de ciclizacién y desproporcidn catalizadas por la CGTasa.
Fuente: Zamost y col, (1988).



DNA polimerasa. Otra de las aplicaciones de las enzimas termoactivas estd en la investigacion, como es el caso de la
DNA polimerasa (Taq polimerasa) del microorganismo terméfilo Thermus aquaticus (Brock y Freeze 1969), que es
utilizada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificacién de regiones especificas de DNA (Mullis
y Faloona 1987). Inicialmente se utilizaba la polimerasa de Klenow, pero el proceso incluye un paso de
desnaturalizacion de DNA a 95°C donde esta enzima se desnaturalizaba, mientras que la polimerasa de Thermus
aquaticus a esta temperatura tiene una vida media (40 min) que le permite ser adicionada una sola vez y seguir
funcionando a lo largo de los ciclos de amplificacion, representando menores costos en el proceso. El mismo
principio se ha aplicado para la inclusion de otras enzimas a los procesos de amplificacion de DNA, como la DNA

ligasa de Thermus thermophilus.

Psicroéfilos.

Los microorganismos psicréfilos han tenido aplicacion en la produccion de alimentos madurados, como quesos y
leches. Las enzimas de Mucor miehei (Renilase® y Marzyme®) se han utilizado en la manufactura de quesos como
substitutos de la renina de ternera. El procesado a temperaturas intermedias (28-37°C) produce una actividad residual
de coagulacién cuando el suero se utiliza en otros productos lacteos. Esta actividad se elimina facilmente con un
tratamiento térmico si se utiliza una enzima psicrofila. La hidrolisis de lactosa que normalmente se realiza a 30-40°C
con Ia B-galactosidasa de Kluyveromyces tiene bajos rendimientos ya que el tiempo de reaccion es de sélo 4 horas
para disminuir el riesgo de contaminacion bacteriana. La solucion a este problema cs el uso de una enzima psicréfila
que trabaja en un rango de temperatura de S a 10°C y prolongar Ja reaccion hasta las 24 horas, obteniéndose
rendimientos de hasta el 80% con muy bajos riesgos de contaminacién. En la maduracion de quesos se ha utilizado
también una enzima psicréfila, la Neutrasa® de B. subtilis, la cual produce un sabor muy intenso tras un mes de
incubacion a 18°C, comparable al producido normaimente en cuatro meses. Otra aplicacion potencial de los
psicrofilos es la produccion de aceites microbianos. Varias especies de hongos y levaduras son capaces de acumular
cantidades importantes de triglicéridos y otros lipidos, tanto como 80% del peso total de 1a biomasa. Estos lipidos son
ricos en dcidos grasos poliinsaturados de las seriesw-3 (como el cicosopentanoico) y w-6 (como el y-linolénico y el
araquidonico) que son esenciales para la dieta del humano. Los microorganismos productores de estos 4cidos son

Mucor y Mortierella spp. los cuales pueden ser cultivados en reactores convencionales a temperaturas bajas (12°C),
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Otra aplicacion poco usual estd en la formacion de nucleos de hielo para la produccion de nieve artificial y helados a
temperaturas en las que el agua se mantienc superenfriada. Las Pseudomonas (Hielo +) producen protefnas que sirven
para la formacién de estos cristales de hielo a temperaturas de -3 a -5°C en lugar de las usuales de -8 a - 10°C. Para
esta aplicacion se usan células muertas que aun poseen estas protefnas. En condiciones normales, estos organismos
dafian las coscchas al permitir la formacion de hielo, pero se ha visto que lasPseudomonas Hielo - evitan este dafio al

impedir la colonizacion de las Hielo + (Herbert 1992).

Alcaléfilos y Aciddfilos.

Las enzimas alcaldfilas presentan un campo de aplicacion importante en la industria de los detergentes, ya que éstos
en solucion pueden alcanzar valores de pH optino de 8.0 a 10.5. Se han utilizado principalmente proteasas
producidas por microorganismos del género Bacillus que presentan la caracteristica de ser alcalofilas. También hay

una serie de amilasas de este tipo, igualmente producidas por Bacillus spp. que pueden tener uno o hasta tres pHs

6ptimos de actividad dependiendo de su tipo. Pero existen otras enzimas alcaléfilas, como las CGTasas, pululanasas,
celulasas, P-1,3 glucanasas, degradadoras de manano, lipasas, B-lactamasa, xilanasa pectinasas, catalasa y fosfatasa

alcalina. Varias de estas enzimas se usan en lavanderfa ya que muchas veces ciertas sustancias son dificiles de
remover de algunos tejidos por simple accion detergente (Horikoshi 1990). En cuanto a lipasas, como se puede ver en
¢l capitulo correspondiente a éstas, pueden ser de distinto pH 6ptimo, Cuando se clasifican las lipasas por su pH
optimo, pueden ser neutras, 4cidas o alcalinas, entre estas ultimas como la dePenicillium crustosum y una fraccion de

la de Mucor michei presentan un pH dptimo de 9.0. La lipasa de Achromobacter sp. posee un pH dptimo de 10.0.
Pseudomonas nitroreducens va thermotolerans, produce una lipasa con un pH 6éptimo de 9.5 igual que la lipasa de
Pseudomonas fragi, sus temperaturas optimas de actividad son de 50 y 75°C respectivamente. Estos microorganismos
fueron aislados mediante el uso de un cultivo de enriquecimicnto con 2% de aceite de olivo y sales al cual se le ajusté
¢l ptta9.5-10.0 (Watanabe y col. 1977).

Los microorganismos aciddfilos se benefician o crean la acidez de su ambiente. Una de las claves de su acidofifia es
la capacidad de oxidar compuestos con radicales sulfidrilos en presencia de oxigeno para producir dcido sulfurico.
Esta habilidad puede ser explotada para la extraccion de metales como cobre de depdsitos minerales con alto

contenido de Fe$,. Microorganismos como Thiobacillus ferrooxidans (Herbert 1992), T. thiooxidans y Sulfolobus
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acidocaldarius (Fliermans y Brock 1972) son los responsables de estas aplicaciones. También se han usado para
disminuir la cantidad de sulfuro en el carbon con el fin de disminuir las emisiones de sulfuro al quemar éste. Por otro
tado sc han aislado otras enzimas que trabajan en medio acido, como son las pululanasas que se utilizan en la

degradacion de almidon, como la de Bacillus acidopullulyticus (Jensen y Norman 1984).

Haléfilos,

Los halofilos, como su nombre lo indica, son microorganismos que requieren cantidades de sal que para otros
microorganismos son inhibitorias; estos microorganismos se han dividido en dos, 1) moderadamente haléfilos que
tienen un optimo de crecimiento a una concentracién entre 0.2 y 2.0 M de NaCl como Rhodothermus marinus
(Alfredsson y col. 1988), y 2) extremadamente halofilos que crecen entre 3.0 y 5.0 M de sal. En este grupo estan las
halobacterias pertenecientes a las arqueobacterias. La tnica eubacteria pertencciente a este grupo es
Ectothiorhodospira, mientras que los eucariotes estdn representados por Dunaliella, Esta alga es una fuente de f3-
caroteno que posee muchas aplicaciones en el campo de alimentos y es un precursor de vitamina A. Su proteina es
similar en composicion a la de la harina de soya y ha sido utilizada como alimento para ganado y peces. Debido a su
gran tolerancia a la sal, su cultivo tiene bajas probabilidades de contaminacién. Como parte de su estrategia para
soportar la alta salinidad, Dunaliella acumula glicerol (30% p/p), el cual es ampliamente usado en la industria
alimentaria, farmacéutica y quimica. Los halofilos también producen compuestos con actividad biolégica, como
antibidticos y compuestos antivirales. Por otro lado producen surfactantes y bioemulsificantes con grandes
aplicaciones en la industria farmacéutica y alimentaria. Microorganismos como Halobacterium mediterranei produce
un exopolisacdrido con excelentes propiedades reoldgicas, resistente a pH, temperatura y salinidad. Estos polimeros
pueden ser utilizados en la industria aceitera como agentes emulsificantes y controladores de movilidad. Otras
arqueobacterias como Haloferax mediterranei producen bioplasticos que pueden ser una alternativa a los
termoplasticos derivados del petrdleo. Este poli-B-hidroxialcanoato (PHA) en forma de copolimero de poli-B-
hidroxibutirato (PHB) y B-hidroxivalerato (PHV) son producidos por Alcaligenes eutrophus bajo et nombre de
"Biopol" (ICl). Estos plasticos son fdcilmente degradables, sin embargo son muy caros comparados con los
convencionales. Otra aplicacion interesante es la de busqueda de antibidticos y drogas antitumorales con el uso de los

plasmidos pGRB-| de una cepa de Halobacterium y el plasmido pHVI de Halobacterium volcanii. Ademds, una
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proteina de 84 kDa de Halobacterium halobium ha sido utilizada para detectar anticuerpos especificos de cancer
usando un andlisis de western blot .

De hecho existen otros microorganismos capaces de acumular metales pesados o radionticlidos tomandolos de aguas
contaminadas con estos. Esto puede usarse como proceso de extraccién o bien como bioremediacion. También
existen organismos capaces de degradar compuestos orgdnicos que resultan toxicos para otros microorganismos,

como el tolueno, que también pueden ser utilizados en la bioremediacion (Herbert 1992),

1



proteina de 84 kDa de Halobacterium halobium ha sido utilizada para detectar anticuerpos especificos de cancer
usando un analisis de western blot .

De hecho existen otros microorganismos capaces de acumular metales pesados o radioniclidos tomandolos de aguas
conmtaminadas con estos. Esto puede usarse como proceso de extraccion o bien como bioremediacion. También
existen organismos capaces de degradar compuestos orgénicos que resultan tdxicos para otros microorganismos,

como el tolueno, que también pueden ser utilizados en la bioremediacion (Herbert 1992).



FALTA PAGINA

No12ala....



CAPITULO 2.

GENERALIDADES SOBRE LIPASAS.

Introduccion,

Las lipasas (triacilglicerol ester hidrolasas EC 3.1.1.3) catalizan la reaccion de hidrélisis de los enlaces éster de los
triacilglicéridos, liberando 4cidos grasos libres y dependiendo de la naturaleza de la lipasa y sus condiciones de
actividad, glicerol, mono o diglicéridos con diferencias en las posiciones finales de esterificacién (Godtfredsen 1990).
Las lipasas actuan en la interfase agua lipido a diferencia de las tradicionales esterasas que hidrolizan el mismo
enlace pero el sustrato debe ser soluble en fase acuosa (Derewenda y Sharp 1993). La actividad lipolitica es una
funcién del drea de la interfase por unidad de volumen, que se le ha denominado "concentracion de interfase", Esta
forma de medir la concentracion de substrato refleja la accion de la enzima en una interfase y su necesidad de entrar
en la fase acuosa y posteriormente adsorberse en la interfase para interactuar con su substrato. La actividad lipolitica
estd mediada en algunas ocasiones por efectores como iones de metales alcalinos o alcalinotérreos, en ¢l caso de la

lipasa pancredtica porcina, se pueden contar ademas a las sales biliares y cofactores proteicos (O’Connor y Bailey

1988).

Importancia econdémica de las lipasas.

Los microorganismos productores de lipasa estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza como podemos ver en la

Tabla 2.1.
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TABLA 2.1. Microorganismos productores de lipasa.

[ cinetobacter calcoaceticus
dcinetobacter pseudoalcaligenes
i dchromobacter sp.
L4lcaligenes sp.

Wlicaligenes dinitrificans
lUmylomyces rouxi
Arthrobacter sp.
rispergillus awamori
Aspergillus flavus
[4spergillus Sumigatus
{spergillus japonicus

U spergillus niger
Aspergillus oryzae

Bacillus cereus

Bacillus megaterium
Bacillus stearothermophilus
Beauveria bassiana
KCandida auricularia
Candida curvata

Candida cilindraceae
Candida deformans
KCandida foliorum

Candida humicola
k_‘andida lipolytica

KCandida rugosa

Candida tsukubaensis
Chaetomiun thermophile
hromobacterium chocolatum

hizopus arrhizus
hizopus chinensis
hizopus delemar
Rhizopus japonicus
Rhizopus microsporus
Rhizopus niveus
Rhizopus nodosus
Rhizopus oligosporus
Rhizopus oryzae
Rhodotorula minuta
Rhodotorula pilimonae
Saccharomyces fragilis
Flavobacterium arborescens
Fusarium oxysporum
Fusarium solari
Geotrichum candidum
[Humicula grisea
Humicula insulens
Humicula lanuginosa
Lactobacillus sp.
Leishmania donovani
Malbrancheae pulcella
ficracaccus freudenreichii
Mucor sp.

fucor javanicus
Mucor lypolyticus
Mucor miehei

fucor pusillus

MICROORGANISMO MICROORGANISMO MICROORGANISMO
4bsidia corymbifera Chromobacterium viscosum  \Myxaococcus xantus
W bsidia hyalospora Carynebacterium acnes Penicillium crustosum

Penicillium cyclopium
Penicillium roquefortii
{’hycomyces hitens

Pichia miso
\Propionibacterium acnes
Propionibacterium granulosum
Proteus sp.

Pseudomonas sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fragi
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas stutzeri
Rhizopus sp.

Saccharomyces lipolytica
Schizosaccharomyces pombe
Sporotrichum thermophile
Staphylococcus aureus
Staphylococceus carnosus
r's‘lreptococcus lactis
glreplomyces coelicolor
treptomyces fradiae
Streptomyces panayensis
Talaromyces thermophilus
Thielavia mino

Torula thermophila

Fuente: Godtfredsen (1990), y Hedgedus y Khachatourians (1988),

Las lipasas no han tenido una gran aplicacién comercial como las proteasas o carbohidrasas. Esto podria deberse a
que las dreas de aplicacion industrial de las lipasas no habian sido identificadas y a que la produccién de lipasas ha
presentado ciertas dificuitades técnicas en la escala industrial. Los incrementos en rendimiento por mutagénesis
clasica y desarrollo de edios de cultivo han hecho cconémicamente posible el uso industrial de las lipasas. Sin
embargo la mejora determinante en la produccion se ha hecho por clonacidn de los genes de lipasa, mas que por
aislamiento selectivo, inutagénesis, desarrollos de medio de cultivo y sistemas de fermentacion. Las lipasas
comunmente disponibles y los fabricantes se encuentran en la Tabla 2.2. Entre estas se encuentra la Lipolasa®, asf

como la lipasa de Mucor miehei, ambas producidas en dspergillus oryzae como sistema de expresion (Godtfredsen

1990).
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TABLA 2.2. Fuentes industriales de lipasa.

LIPASA FUENTE
Achromobacter sp. Meito Sangyo
Alcaligenes sp. Meito
Arthrobacter sp. Sumitomi
Aspergillus niger Amano
Novo
Réhm
Candida cylindraceae Amano
Enzyme Dev. Co.
Meito
Chromobacterium viscosum | US Biochemicals
Toyo Jozo
Humicola lanuginosa Amano
Novo
Mucor miehei Amano
Gist
Réhm
Novo
Phycomyces nitens Takeda
Pseudomonas sp. Amano
Pseudomonas aeruginosa Amano
Pseudomonas fluorescens Amano
Lipasa Fuente
Rhizopus sp. Serva
Nagase
Rhizopus arrhizus Precibio (Francia)
Boehringer
Mannheim
Rapidase
Gist-Brocades
Rhizopus delemar Chemical Dynamics
Tanabe
Rhizopus japonicus Amano
Nagase
Osaka Sauken Lab.
Rhizopus niveus Amano
Rhizopus oryzae Amano

Fuente: Godtfredsen (1990).

Aplicaciones de lipasas microbianas,

Existen varias aplicaciones para las lipasas, como la produccidn de nuevos tipos de triglicéridos con caracteristicas
modificadas, como punto de fusion bajo para las grasas de uso en alimentos sélidos, mediante la transesterificacion
enzimatica de triglicéridos disponibles en presencia de bajas cantidades de agua para que el producto mayoritario de
la reaccion sea el de transesterificacion. Otra aplicacion es la sintesis de otros ésteres como los glicosidicos y
tioésteres (Godtfredsen 1990). Del mismo modo, cuando se ponen a reaccionar en un solvente orgénico, con minimo

contenido de agua ya que deba existir una fraccidn finita y pequeila que permanezca unida a la enzima para que ésta
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funcione (Miller y col. 1988), producen la esterificacion de alcoholes con 4cidos grasos; estos compuestos son los

responsables de los sabores y aromas en muchos productos, por lo cual este método se ha propuesto para la

produccién industrial de saborizantes y aromas aplicables a la industria alimentaria (Langrand y col. 1990). La

maduracién de quesos incluye la hidrélisis de lipidos para la produccién de sabores, la cual se ha visto que no es

especifica en posicién pero si preferente en el tamafio de la cadena de 4cido graso siendo mejor para cadenas cortas

(Kwak y col. 1989). Las lipasas y las esterasas pueden utilizarse para la sintesis estereoquimica de ésteres. Estos

ésteres estereoespecificos son muy (tiles en la industria farmacéutica y quimica (Katz y col. 1993), como por ejemplo

¢l naproxen, cetoprofen y muchos intermediarios tanto de sintesis de medicamentos como de insecticidas y herbicidas

(Hou 1993), En la Tabla 2.3 s¢ presenta una revision de las distintas aplicaciones industriales de las lipasas.

TABLA 2.3. Areas de aplicacién industrial de las lipasas microbianas.

Panaderia

Bebidas

Condimentos
Complementos alimenticios
Cérnicos

Grasas y aceites

Quimica
Farmacéutica

Cosméticos
Peletera

Papelera
Limpieza

Mejora el sabor y prolonga la vida
media

Mejora el aroma

Mejora la calidad
Transesterificacion

Desarrollo de sabor y remocidn de
grasa

Transesterificacion

Hidrdlisis

Enantioselectividad
Sintesis
Transesterificacion
Hidrdlisis

Sintesis

Hidrélisis
Hidrdlisis
Hidrélisis

INDUSTRIA EFECTO PRODUCTO
Alimentos lacteos Hidrélisis de grasa de leche Agentes saborizantes
Maduracién de queso Queso
Modificacién de mantequilla Mantequilla

Productos de panaderia

Bebidas

Mayonesas, condimentos
Complementos alimenticios
Productos cdmicos.

Mantequilla de cacao, Margarina

Acidos grasos, glicerol, Mono y
diglicéridos,

Bloques quirales y quimicos
Quimicos

Lipidos especiales
Digestivos

Emulsificadores y agentes
humectantes

Productos de peleteria
Productos de papel
Removedores de limpieza y
agentes surfactantes

Fuente: Bell y Parsons (1975); Godtfredsen (1990); Hou (1993) y Soberén-Chavez y Palmeros (1994).
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Caracterizacién y estudio de lipasas.

Las lipasas han sido caracterizadas de acuerdo a pardmetros como el perfil de actividad contra pH, estabilidad y
actividad con respecto a la temperatura, especificidad posicional en la hidrélisis de triglicéridos y especificidad por
ciertos dcidos grasos. La especificidad posicional es una caracteristica importante para la aplicacion industrial y
analitica de las lipasas. Las lipasas de A. niger, R. delemar, M. miehei 'y H. lanuginosa poseen especificidad para la
hidrélisis de ésteres de glicerol en posicién 1,3, mientras que las lipasas como la deG. candidum 'y P. cyclopium no
muestran especificidad. La lipasa de G. candidum ha mostrado especificidad para la hidrdlisis de lfpidos insaturados
wientras que la lipasa de Fusarium oxysporum aparentemente preficre la hidrélisis de 4cidos grasos saturados.

Varias lipasas han sido clonadas y secuenciadas y entre ellas estin las de Alcaligenes denitrificans, Pseudomonas
Jragi, Mucor miehei, Staphylococcus hyicus, Staphylocaccus aureusy H. lanuginosa en cuanto a las microbianas.
Entre las no microbianas que se han estudiado de este modo, tenemos a la lipasa hepética de rata, la lipasa
pancredtica porcina, la lipasa lipoproteina humana y su enzima relacionada lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT).
Una comparacién entre estas secuencias se puede ver en la Tabla 2.4. Aparentemente hay un residuo de serina
localizado en una regi6n de residuos hidrofébicos, que se encuentra muy conservada en todos los casos (Godtfredsen

1990 y Derewenda y Sharp 1993).

TABLA 2.4. Homolog(a entre sitios de unién con el substrato de distintas lipasas.

Lipasa Aminodcidos
P. fragi RIVIN]|L |l {GI|H|S |Q |G (AL |T A
S. aureus KjJv H L V|G IH ]S |[M|G |G |Q T [I
S. hyicus P{V |H {F {I |G |H{S IM{G |G {Q (T [I
R. miehei KV IA |V |T |G |H |S |L |G |G |A |T |A
Lingual de rata K |1 HiYy |[ViG IH S [Q |G |T T |1 G
Hepdtica de rata K|V |H |L |I G (YIS |L |G |A |H [V |S
Péncreas cerdo NIV (H [V }I G JH S |L |G |S [H A |A
Lipoprot. Hummana {N ({V |H (L {L {G |Y |S (L |G {A [H [A |A
LCAT Humana P IV [F {L |I |G |H |S JL |G |C JL |H |L
Fuente: Godtfredsen 1990 y Derewenda y Sharp (1993).

Las lipasas posecen una estructura caracteristicao/p, esto es, una estructura de hoja B-plegada central con hélices o en
menor proporeién. En las lipasas hasta ahora estudiadas por cristalogratia de rayos X, se ha visto que el sitio catalitico
estd localizado en el carboxilo terminal de la hoja central. EI sitio catalftico de las lipasas presenta un residuo de

histidina (His) y un residuo 4cido como aspartato (Asp) o glutamato (Glu), los que, junto con un residuo de serina
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(Ser) que ataca nucleofilicamente el enlace éster de los dcidos grasos durante la catalisis, del mismo modo en que se¢
ha observado que ataca en el caso de las serin-proteasas ya que el enlace peptidico que resulta ser electrénicamente
muy similar al enlace éster. Este residuo de serina es activado por ¢l acoplamiento entre los residuos de Asp e His. En
las lipasas el residuo de Ser activo es el que se encuentra en la secuencia consenso mencionada anteriormente, aunque
el resto de los aminoacidos de la triada catalitica provienen de distintas regiones de la proteina. La serina encontrada
dentro del pentapéptido consenso se encuentra en el caso de las lipasas en una conformacione (¢ = 62°, y = -121°).

Este motivo estructural consiste en una cadena 3 seguida por un giro rigido que contiene al residuo de serina y en
seguida un a hélice, a este motivo se le conoce como p-eSer-a. El analisis de secuencia de aminodcidos alrededor de

residuos de serina activos, indican que este motivo puede constituir la unién estructural que relaciona a las familias de
serin-hidrolasas.

En todas las enzimas estudiadas el centro catalitico esta por debajo de una o mas vueltas superficiales. En las lipasas
esta cubierta consiste en una corta hélice anfipatica. Bajo condiciones de inhibicion, esta hélice se aleja del sitio
activo y a través de la superficie de la molécula moviendo su centro de gravedad 8A y girando sobre su propio eje
casi 180°. Como resultado de este movimiento se expone una gran superficie hidrofobica de aproximadamente 750A
donde 12 aminoacidos son responsables de la mayor parte, lle85, Trp88, [le89, Leu92, Phe94, Val205, Leu208,
Phe213, Val254, Leu255, l.eu258 y Leu267 para el caso de la lipasa deMucor miehei. Cuando se alinean estos

aminoacidos con los otras cuatro lipasas conocidas, se ve que estan altamente conservados confirmando asf su
significancia funcional. La activacion de lipasas mayores, como la humana pancreética (hpL), presentan un fendémeno
mds complejo, ya que éstas poseen cofactores como la colipasa para el caso de la hpL. Estudios estructurales
mostraron que la colipasa se une exclusivamente al dominio del corboxilo terminal, no obstante atin no se sube que
cambios conformacionales ocurren durante la adsorcién de la enzima en la interfase lipido-agua, dejando a la colipasa
¢n contacto con otras partes de la enzima, incluyendo la cubierta antes mencionada (Derewenda y Sharp 1993).

La medicion de actividad lipolitica siempre ha sido controvertida, ya que existen distintos sustratos que se pueden
emplear para dicho ensayo, distintas condiciones de reaccion como pH y temperatura, asf corno la disposicién del
sustrato, esto es las caracteristicas de la emulsion. Se ha observado que la actividad de una lipasa medida por un solo

método no es representativa de la actividad real de la enzima, ya que los sustratos que se usan para el ensayo de



actividad pueden interaccionar de manera distinta con la enzima y dependen del proceso que se esté midiendo, no

siendo igual para la hidrélisis de lipidos como para la sintesis de ésteres (Vorderwillbecke y col. 1992).
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CAPITULO 3.

GENERALIDADES SOBRE AISLAMIENTO SELECTIVO DE MICROORGANISMOS.

Introduccién:
Desde la era prehistrica el hombre ha aprovechado a los algunos microorganismos para beneficio propio, sin saber,

sin embargo, que los microbios eran el agente causal de dichos beneficios.

TABLA 3.1. Microorganismos y aplicaciones comerciales,

PRODUCTO MICROORGANISMOS

Amilasa Bacillus spp.
Aspergillus spp.

Celulasa Aspergillus spp.
Trichoderma spp.

| Lactasa Aspergillus spp.

Kluyveromyces spp.

Lipasa Mucor spp.
Aspergillus spp.

Proteasa Bacillus spp.
Aspergillus spp.

Renina Mucor spp.

Acido citrico Aspergillus spp.

Etanol Saccharomyces spp.

Dextranas Leuconostoc spp.

B 12 Pseudomonas spp.

L.-Lisina Corynebacterium spp.

Antibiéticos Penicillium spp.
Streptomyces spp.
Bacillus spp.

Insulina E. coli (recombinante).

Transformacion de esteroides |Arthrobacter spp.

Fuente: Steele y Stowers ( 1991),
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Posteriormente, el descubrimiento de la existencia de los microorganismos y el desarrollo de los métodos de cultivo
han tenido por resultado los métodos biotecnolégicos modemnos, de los cuales se han derivado los métodos tanto de
aislamiento de microorganismios de interés como de fermentacion y cultivo de los mismos, lo que ha hecho de los
microbios una fuente muy importante de productos usados en la vida moderna.

Los microorganismos han sido usados para la obtencién de cientos de productos valuados en decenas de billones de
délares en todo el mundo. Los microorganismos que se seleccionan de manera natural son mds aceptados por los
consumidores, de modo que es més facil utilizarlos por razones de mercadotecnia. Por esta razén muchas industrias
mantienen programas permanentes de aislamiento selectivo con fines de uso en produccién. Por otra parte existe la
idea de que la diversidad de los microorganismos va a generar en un futuro nuevas tecnologias que impactarén
directamente sobre nuestro modo de vida. En la Tabla 3.1 vemos algunos microorganismos y su relacién con
productos de uso humano.

La seleccion de microorganismos a nivel industrial se realiza sisteméaticamente utilizando un esquema similar al
mostrado en la Figura 3.1. El aislamiento selectivo primnario es principalmente cualitativo, dando asf la oportunidad
de probar con una gran cantidad de organismos directa o indirectamente dependiendo de la actividad que se desea
evaluar. El aislamiento selectivo secundario es cualitativo y cuantitativo, su objetivo es determinar la actividad
precisa de los organismos para verificar produccidn y degradacién de compuestos especificos, y evaluar la produccion
potencial de los microorganismos identificados como de interés en el paso anterior (Stecle y Stowers 1991). Un
ejemplo de un programa de aislamiento selectivo de microorganismos es ¢l que realiza Novo Industri A/S., del cual
han obtenido microorganismos con actividades enzimaticas de gran interés industrial como la pululanasa deBacillus
acidopullulyticus, la cual se ha adaptado bien a las condiciones del proceso de hidrolisis de almidones (pH=4.5 y
60°C) con altos contenidos de amilopectina (polimero lineal de D-glucosa con enlacea-1,4 ramificado con residuos
del mismo carbohidrato con un enlace glucosidicoa-1,6 cada 20 a 25 residuos de glucosa), donde lasa amilasas, p

amilasas y glucoamilasas no han mostrado actividad o buena eficiencia de hidrélisis (Jensen y Norman 1984).

Los criterios practicos para el aislamiento selectivo de microorganismos para la produccion de enzimas de interes

indusirial son los siguientes:
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1- El aislamiento extensivo se debe entender como una técnica para obtener al organismo mas apto.

2- El organismo debe producir la enzima con buen rendimiento, en un tiempo relativamente corto y preferentemente
¢n cultivo sumergido.

3- El organismo debe crecer y producir la enzima de interés en un medio barato y cuyos componentes estén
disponibles en todo momento.

4- El organismo debe ser facilmente eliminado del medio de cultivo una vez realizada la fermentacion.

5- La enzima debe ser preferentemente extracelular y facilmente aislable del medio fennentado.

6- El microorganismo no debe ser patogeno y preferentemente no estar relacionado filogénicamente con
microorganismos patogenos.

7- Idealmente el microorganismo no debe producir toxinas u otras sustancias bioldgicamente activas.

8- El organismo debe ser genéticamente estable y no susceptible a bacteriofagos,

Ademas de estos parametros, se deben considerar algunas cuestiones como: ;Qué actividad se requicre? ;Cudles son
las caracteristicas precisas de la enzima requerida? ;Como se requiere la enzima y bajo qué condiciones se va a
utilizar?

Dentro de este contexto existen una serie de enzimas recientemente aisladas con aplicaciones comerciales actuales y
potenciales. Entre ellas encontramos por ejemplo a la termolisina de B. thermoproteolyticus que se aplica para la
sintesis de Aspartame; la fructosil transferasa de B. subtillis que es utilizada para la sintesis de disacdridos no
convencionales; la lipasa especifica para dcidos grasos de cadenaA9 de Geotrichum candidum, que se utiliza para el
analisis de triacil gliceroles, entre muchas otras. Por otra parte sistemas mas complejos que incluyen a un
microorganismo completo han tenido éxito en procesos como la sintesis de acrilamida a partir de acrilonitrilo con una
enzima denominada nitrilasa de Corynebacterium y Nocardia spp. (Cheetham 1987).

Las fuentes de microorganismos méas comunmente usadas son ambientes que ofrecen por si mismos las presiones de
seleccidn que se desean en el organismo objeto, como pueden ser aguas termales, hielos glaciares o deshechos
industriales, donde las poblaciones de microorganismos se seleccionen fisicoquimicamente (Brock y Darland 1970).
En la tabla 3.2 podemos ver algunos ejemplos de aislamiento de microorganismos terméfilos. Se ha especulado que
menos de 1% de los microorganismos terrestres han sido identificados y caracterizado, Considerando esto como
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cierto, existe una enorme posibilidad de descubrir nuevas aplicaciones potenciales en esta enorme biodiversidad.
Ejemplos de estas actividades, pueden ser la actividad en hielo, asf como la actividad anticongelante (Steele y

Stowers 1991).
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DEFINIR ACTIVIDAD DESEADA

IDENTIFICAR MICROORGANISMOS CONOCIDOS
CON LA ACTIVIDAD DESEADA

DESARROLLAR ENSAYO DE AISLAMIENTO Y PARAMETROS A

CONSIDERAR

ESCOCER LA FUEN

TE DE MICROORGANISMOS

HACER EL ENRIQUECIMIENTO PARA EL ORGANISMO DESEADO

AISLAR ORGANISMOS
DESEADOS

PROBAR ACTIVIDAD
DESEADA

AISLAMIENTO SECUNDARIO

DESARROLLO DE PRODUCTO/OPTIMIZACION

ESCALAMIENTO

PRODUCCION

FIGURA J.1. Esquema general de un programa industrial de aislamiento selectivo de microorganismos (Steele

y Stowers 1991),
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TABLA 3.2. Fuentes para aislamiento de microorganismos termoéfilos.

SITIO/SUBSTRATO

Aguas termales y suelo

MICROORGANISMO

-Extremadamente
dcido

Sulfolobus spp.
Thermaoproteus tenax.
Thermoplasma spp.
Thermopilum pendens.
Thiobacillus spp.
Desulfuracoccus spp.
Dactylaria gallopava.

-Neutral

Thiobacillus spp.
Methanother mus fervidus,

-Neutral a alcalino

Thermus spp.
Chloroflexus a.
Thermomicrobium roseum .

Bacillus spp.
Ventilas termales | Thermotoga maritima.
submarinas. Methanacoccus spp.
Pyrodictium spp.
Suelos geotérmicos Clostridium spp.

Bacillus spp.

Paja, ensilado

Bacillus spp.
Thermoactinomycesspp.
Faenia rectivirgula.
Saccharomonospora viridis,
Saccharopolyspora gregorii.
Streptomyces spp.
Thermomyces spp.
Malbranchea cinnamomea..

Bagazo de cana

Thermoactinomyces spp.
Saccharopolyspora hirsuta.

Streptomyces thermoviolaceus.

Thermomyces lanuginosus.
Chrysosporium thermaophilum.
Acremonium thermophilum,
Talaromyces spp.
Thermoascus spp.

Allescheria terrestris,

Cereales

Saccharopolyspora hordei.
Faenia reciivirgula,
Thermoactinomyces spp.
Thermoascus spp.
Thermomyces lanuginosus.

Compostas vegetales

Thermoactinomyces sp
Clostridium spp

Compostas de hongos

Thermoactinomyces spp.
Thermomonospora spp.
Scytalidium thermophilum
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Compostas
municipales

Bacillus stearothermophilus.
Thermamonospora spp.
Varios hongos.

Aguas negras

Methanobacterium thermoavtotrophicum

Aguas negras con otros
deshechos

Streptomyces spp.

Estiércol

Efluentes de centrales
de energia

Clostridium thermocopriae.
Thermoactinomyces spp.
Thermomonospora spp.
Streptomyces spp.

Ductylaria gallopava.

Agua caliente en
procesos

Thermus spp.

Acumulaciones de
deshechos de carbén

Dactylaria gallopava.
y otros hongos.

Alimentos enlatados

Tierra

Clostridium spp.
Bacillus spp.

Thermoactinomyces y otros actinomicetos

Turba

Thermoactinomyces spp.
Saccharomonospora spp.

Sedimentos de rios y
lagos

Bacillus schiegelii.
Methanospirillium sp.
Thermoleophilum album.
Methanogenum frittonii.
Thermoactinomyees spp.

Sedimentos marinos

Methanogenum sp.

Lixiviaciones de
Vertedero de una mina
de cobre.

Thiobacillus sp.

Polvo casero

Thermoactinomyces spp.
Faenia rectivirgula.

Aire Thermoactinomyces  spp. Yy otros
actinomicetos de fuentes vegetales.
Azbear Clostridium spp.

Bacillus spp.
Lactobacillus spp.

Fuente: Lacey (1990),

Por 1o expuesto anteriormente, se da a continuacion una revision mas profunda de los procedimientos hasicos de
enriguecimienio v aislamieno selectivo primario.  Inmediatamente se  proporciona una vision global sobre
microorganismos termofilicos, medios ¥ métodos de aislamiento, incubacion. mantenimiento y finalmente una resefia

de aistamiento experimental de microorganismos lipoliticos v activos a ahas temperaturas.



Enriquecimiento,

El concepto de enriquecimiento ¢s algo que no ha variado desde los inicios de la microbiologia experimental, sin
embargo el uso que se le ha dado, si ha variado. En esencia el enriquecimiento consiste en proporcionar las
condiciones adecuadas para que se desarrolle el microorganismo descado, adicionando de algiin modo componentes
que inhiban o maten a los microorganismos que pueden estar presentes pero no son deseables, La formulacion del
niedio de cultivo que incluye el uso de una sola fuente de carbono para microorganismos de los que es deseable
metabolicen dichos compuestos, asf mismo los inhibidores de ciertas rutas especificas y ajustes de pH son las
presiones selectivas mas empleadas. El uso de una exclusiva fuente de carbono, ha dado por resultado et aislamiento
de microorganismos capaces de metabolizar compuestos como hidrocarburos clorados, benzeno, anilina y otros
compuestos recalcitrantes. De esto se tienen varios ejemplos, como es Agrobacterium sp. capaz de degradar EDTA

férrico a concentraciones de 100mM. El EDTA es usado como quelante de metales en muchos productos industriales
y debido a su recalcitrancia, este tiene una alta demanda de oxigeno al ser un desecho que se encuentra presente en
efluentes industriales. Incluso se ha visto que tiene el potencial de utilizarse en aguas de reflujo de reactores
nucleares, degradando al EDTA unido a radiontclidos, inhibiendo asf su migracion del sitio de almacenamiento. Uno
de los problemas que puede tener el uso de una sola fuente de carbono, estd dado por las bacterias fijadoras de
bioxido de carbono. Este problema puede resolverse al poner un indicador exclusivo para los productos del
metabolismo de la fuente de carbono.

Algunos microorganismos pueden ser facilmente aislados, sin embargo otros pueden requerir una seleccion maés
intensiva. En ocasiones una poblacién microbiana puede contener un nimero relativamente pequeito de los
microorganismos con el genotipo buscado, pueden exhibir una baja actividad en una enzima particular o pueden estar
inhibidos por el compuesto que estdn intentando degradar. En cualquier caso, los ajustes graduales hacia un
quimiostato o cultivo continuo pueden ser usados para obtener un enriquecimiento lento del microorganismo deseado.
De este modo se pueden seleccionar pequefas poblaciones de microorganismos y/o explotar las mutaciones del resto
de la poblacion. Este método es muy tedioso, requiriendo incluso varios meses de cultivo continuo pero puede ser por

otra parte, la técnica mas efectiva en ciertos casos,
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La manipulacion del pH ha dado frutos como lo son el aislamiento de organismos capaces de crecer en valores
extremos de pH. El medio alcalino, se utiliza rutinariamente para aislar bacterias alcalofilicas. Los microbios que
producen cnzimas hidroliticas activas en pH alcalino tienen un enorme potencial de uso industrial como son las
formulaciones de detergentes para lavanderia, produccién de pulpas y papel, y en el procesamiento de alimentos.
Dentro de las enzimas con actividad alcalofilica se han encontrado proteasas (Durham y col. 1987), amilasas, lipasas
(Watanabe y col. 1977), celulasas (Fukumori y col. 1985) y xilanasas. Para cualquier ensayo de aislamiento selectivo
es necesario comprender ciertos requerimientos metabélicos y fisioldgicos. Cuando se encuentra presente un sistema
de lanzadera de Na/H, el crecimiento de ciertos alcaléfilos obligados dependers de la presencia del ion sodio en el
medio de cultivo. Pueden presentarse requerimientos similares para obtener desarrollo cuando se est4 empleando una
unica fuente de carbono. Una deficiencia de Ca requerido para la estabilidad de ciertas proteasas, puede dar por
resultado un falso negativo durante un aislamiento selectivo. Incluso se ha visto que diferentes géneros microbianos
pueden predominar en enriquecimientos provenientes del mismo ambiente, en el mismo medio y al mismo pH sélo
por cambiar el sistema de amortiguamiento,

Los pardmetros fisicos como la temperatura pueden ser manipulados para aislar organismos psicrofilos o terméfilos.
Las enzimas que poseen actividad a altas temperaturas tienen mucha demanda a nivel industrial. Estas enzimas se
utilizan para procesos de conversion en la industrializacion de frutas y vegetales, almidones, y la reduccién
estereoespecifica de alcoholes. Uno de los problemas en el aislamiento de microorganismos termofilos es la
ineficiencia del agar para gelificar a altas temperaturas, lo cual se ha solucionado con el uso de goma gelana,

producida por Pseudomonas sp. cuyo nombre comercial registrado es Gelrite (Steele y Stowers 1991).

Aislamiento selectivo primario,

Como se dijo anteriormente, la seleccion primaria de microorganismos es de fundamental importancia, De su rapidez,
versatilidad y eficiencia depende el éxito del programa de aislamiento. La base del aislamiento primario es el método
de andlisis que nos ayude al aislamiento en base a la caracteristica deseada. De esta forma podemos tener métodos

directos (en los que detectamos especificamente el producto que deseamos obtener) o indirectos, como son aquéllos
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en que se deben acoplar técnicas analiticas como la espectrofotometria, fluorometria, cromatografia y otras para

detectar el producto de una reaccion enzimética.

Métodos indirectos. Los principios de cualquier método para un aislamiento selectivo primario deben ser
especificidad y facilidad. Como cjemplos encontramos los cominmente usados para la deteccién de enzimas
hidroliticas como amilasas y proteasas. En los dos casos anteriores se producen zonas de identificacion inmediata de
la actividad de la enzima (por hidrolisis de caseina se produce una zona translticida y la hidrélisis de almidon se
puede detectar agregando yodo en solucion al medio). En algunos casos, la sensibilidad o especificidad son
inadecuados. La deteccion de lipasa presenta un problema particular debido a la aparente falta de especificidad en las
lipasas conocidas asf como con la distincion entre lipasas verdaderas y esterasas. Cominmente se utiliza tributirina
como substrato para detectar la actividad lipolitica no obstante que no es especifico para las lipasas; su uso es debido
a la facilidad que presenta para dispersarse en un medio acuoso, mas que la trioleina que serfa un substrato mds
adecuado. Los tweens también son usados como substratos. Algunos métodos de deteccion de lipasa dependen de la
reaccion de los dcidos grasos liberados con iones calcio presentes en el medio para formar un precipitado, sin
embargo si el organismo utiliza eficientemente estos dcidos grasos se pueden presentar falsos negativos, Por ello la
deteccion de lipasa sigue siendo un problema resuelto parcialmente. Las reacciones colorimétricas o fluorométricas

nos permiten la deteccidn rdpida de productos microbianos tanto en agar como en caldo de cultivo.

Bioensayos. Los bioensayos han sido desarrollados y utilizados para la seleccion de microorganismos con actividades
antitumorales o antibiéticas, Se utilizan ademas para la deteccidn de nuevos compuestos, aumentando la eficiencia de
esta labor signiticativamente. Otra area de aplicacion de los bioensayos es la deteccion de actividad insecticida, como

en el caso de nikkomicinas, milbemicinas, tetranactina y avermectinas,

Métodos directos. En la seleccion de microorganismos, los métodos directos son muy empleados, esto es debido a
que su alta especificidad y sensibilidad lo hacen tanto mds costoso, como mds tardado, por lo cual su uso se restringe
a poblaciones relativamente pequeiias como las que se someten a la seleccion secundaria. Durante este proceso se
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que su alta especificidad y sensibilidad lo hacen tanto mas costoso, como mas tardado, por lo cual su uso se restringe
a poblaciones relativamente pequefas como las que se someten a la seleccion secundaria. Durante este proceso se
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eliminan falsos positivos y negativos. La instrumentacién que se usa en esta etapa cs radicalmente distinta a la usada
en un inicio. Se usan técnicas como Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), Cromatografia de Gases,
Espectrometria de Masas, Resonancia Magnética Nuclear y otras que se distinguen igualmente por su rapidez,

selectividad y sensibilidad (Steele y Stowers 1991).

Microorganismos terméfilos,

L.os rnicroorganismos terméfilos se definen corno aquéllos capaces de crecer a altas temperaturas, superiores a 40°C
generalmente. Dentro de este género encontramos tiobacilos acidéfilos, bacterias fotosintéticas purpura, algas verde-
azules, asi como actinomicetos, hongos, diatomeas, algas verdes eucariotes, entre otros. La definicién de "termofilia”
siempre ha causado controversia y puede diferir dependiendo de la clase taxondmica de que estemos hablando. Esta
dificultad para determinar la termofilia esta dada porque en la mayoria de los grupos taxonémicos, existen una serie
de relaciones de temperatura y desarrollo que pueden caer desde la psicrofilia hasta la termofilia, como en el caso de
Aspergillus fumigatus, hongo que se desarrolla en un rango de 10 a 50°C. En 1964 Cooney y Emerson definieron a los
"hongos termdfilos” como aquéllos capaces de crecer en un rango de temperatura entre 20 y 50°C o muy aproximado
aesto. En este mismo afio, Crisan usé el criterio de temperatura optima de crecimiento, proponiendo el valor de 40°C
para la misma definicién. Castenholz en 1969 propuso que para que una cianobacteria fuese considerada como
tentnofilica, parte o todo el rango de crecimiento de ésta debia estar alrededor de 45°C; para los actinomicetos
Henssen propuso que el minimo de desarrollo debia estar cerca de 28°C y ¢l optimo en 50°C aproximadamente.
Brock en 1986 mostré que existian terméfilos extremos que pueden tener temperaturas Optimas de crecimiento de 70
y hasta 105°C. Tenemos entonces que los limites superiores de crecimiento para hongos es de 60 a 62°C; para algas
de 55 a 60°C; para cianobacterias y bacterias fotosintéticas de 70 a 73°C; para eubacterias alrededor de 90°C (Lacey

1990) y para arqueobacterias 1 10°C (Fischer y col. 1983).

Eleccion del medio de aislamiento para microorganismos termofilicos,
Se¢ han utilizado un gran nimero de substratos para microorganismos termofilicos, sin embargo la variedad es menor

que la usada para el aislamiento selectivo de meséfilos especificos. La seleccién se ha visto obstaculizada por la falta
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de observacion critica. E!l uso de quitina coloidal para ¢l aislamiento deStreptomyces spp., ya que se consideraba que
todos los microorganismos de este genero podian degradar quitina, fue un error ya que posteriormente se¢ demostro
que sélo el 25% de las cepas que se estudiaron hidrolizaban fuertemente quitina, De la misma forma para eliminar
bacterias Gram-negativas se utilizaba 4.6% de NaCl (p/v), sin ¢cmbargo también inhibian a algunas especies de
Streptomyces y Thermoactinomyces. De este modo la concentracién de sal puede usarse para aislar diferencialmente a
varios géncros de microorganismos marinos y halofilicos. Las bases de datos existentes de estudios de taxonomia
numérica tanto de actinomicetos como de bacterias, ofrece la posibilidad de un desarrollo racional de medios de
cultivo. Asi se puede tener informacién extensiva sobre utilizacién de carbohidratos, fuentes de nitrégeno,
degradacién de ciertos substratos, tolerancia a antibidticos y otros inhibidores, asf como otros requerimientos
fisiologicos o tolerancias para microorganismos particulares. Algunos ejemplos de estos desarrollos se pueden ver en
la Tabla 3.3. La mayoria de las bacterias termofilicas requieren de factores de crecimiento. Estos pueden ser dados
por extracto de levadura, triptona, peptona u otros substratos complejos. Pero pueden existir requerimientos mas
especificos, los cuales pueden ser cubiertos por otros nutrimentos. De este modo microorganismos auxétrofos que
requieren dcidos glutdmico y aspdrtico, se pueden desarrollar en 4cido aspértico con isoleucina y prolina o bien en
biotina, dcido félico y 4cido p-aminobenzoico. El constituyente activo del extracto de levadura que permite el
desarrollo del género Thiobacillus es la cisteina segun demostrd Brietly en 1978, Para Clostridium thermocellum, la
biotina, piridoxamina, vitamina B12 y el dcidop-aminobenzoico son requeridos en medios definidos micntras que la
metionina puede ser substiir a la vitamina Bi2 o al dcido p-aminobenzoico, pero no a ambos simultancamente

(Lacey 1990).



TABLA 3.3. Agentes selectivos usados en ¢l aislamiento de actinomicetos y géneros relacionados.

Agente selectivo, Taxa seleccionado Referencia.
Nutricional
Adenina Saccaropolyspora McGregor-Patterson, 1987
Hipurato y NaCl Faenia rectivirgula Mattison-Rose, 1986
Rafinosa e histidina Streptomyces cyaenus, Goodfellow y
S. rochei, S. diastaticus Williams, 1986
Antimicrobiano
Benomil Mucoraceae Tansey, 1984
Dihidroximetilfuratriazina { Microtetraspora Tomita y col., 1980
Kamamicina Thermomonospora McCarty y Cross, 1981
Nitrofurazona Streptomyces
Novobiocina Thermoactinomyces Cross, 1968
Penicilina y NaCl Streptomyces Mackay, 1977
Penicilina y polimixina Actinimicetos Williams y Davies, 1965
Polimixina Actinimicetos Dulaney y col., 1955
Rifampicina Saccharomonospora Athalye y col., 1981
Thermomonospora
Rubomicina Actinomadura Lavrova y col., 1972
Estreptomicina Actinomadura Lavrova, 1971
Fuente: Lacey (1990).

El agar es el método tradicional para solidificar medios, pero su uso es limitado a altas temperaturas ya que de 95 a
100 °C se funde nuevamente, Es satisfactorio su uso hasta temperaturas de 65 a 70°C si se incrementa so
concentracion de 2 a 4%, pero a pH extremo (< 5 o > 9) se hidroliza a altas temperaturas, Ademds algunas especies
como Clostridium thermoaceticum, no crece bien en altas concentraciones de agar. Por estas razones se han probado
varios substitutos como x-carragenina (Sigma) como sal de potasio al 2 0 2.5 %, que forma un gel rigido que
soliditica a §5°C. Sin embargo su temperatura de uso no es mayor de 70°C. De esta modo se han probado también
almidon, silica gel, poma gelana solidificada en presencia de calcio o magnesio, en temperaturas de 80 a 88, 60 y
100°C respectivamente con buenos resultados (Lacey 1990). No obstante, el agar ha dado buenos resultados en el
aislamiento de microorganismos termatilos como Rhodothermus marinus, aislado en aguas termales submarinas
(Alfredsson y col. 1988) y Thermus aquaticus, un microorganismo extremadamente termofilo para el cual se requirio

un niedio liquido para enriquecimiento, aunque en principio también crece en agar a 75°C (Brack y Freeze 1969).
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un medio lfquido para enriquecimicnto, aunque en principio también crece en agar a 75°C (Brock y Freeze 1969).



Tratamientos para el substrato y procedimientos de enriquecimiento para microorganismos termofilicos.

Tanto los tratamientos como los procedimientos de enriquecimiento difieren un poco en principio, no obstante que su
fin es el mismo, un incremento en la proporcién de los microorganismos de interés en el substrato. Esto es, se le
proporcionan al microorganismo las condiciones nutricionales y de incubacion que seleccionen al microorganismo o
bien inhiban a sus competidores. L.os tratamientos al substrato se aplican a éste antes de la preparacién del medio,

mientras que en los procedimientos de enriquecimiento, el substrato se adiciona al medio de cultivo.

Tratamientos al substrato. Estos se pueden dividir en aquélios en que el substrato se pone directamente en ¢l medio
de cultivo y en los que ¢l substrato se trata previamente con nutrientes y/o se incuba previamente a temperaturas
favorables para el organismo que s¢ desea aislar o desfavorables para sus competidores.

-Incubacién previa: El aislamiento selectivo de hongos y levaduras frecuentemente se ha auxiliado por la incubacién
del substrato natural en cdmaras humedas, utilizando preferentemente temperaturas de 50°C ya que a 40°C los
organismos aislados usualmente no son termofilicos mientras que a 50°C se obtienen termofilicos hasta en un 85% de
las ocasiones.

-Mejoraniiento del substrato; Este tratamiento ha sido utilizado para mejorar poblaciones de hongos, levaduras y
actinomicetos termofilicos. En 1976 Tensey y Jack suplementaron muestras de suelo con 1% (p/p) de polvo de
celulosa, cera de Carnauba, quitina no blanqueada, una mezcla de queratina, lactosa con gentamicina, almidén soluble
o lignina. Esto se incubd a 50°C con agua estéril suficiente para mantener la humedad. Sélo la muestra con celulosa
mostrd una mejora sobre el suclo no mejorado, pero sélo una especie (Talaromycesemersonii) fue aislada de esta
muestra y no se encontré en las muestras no tratadas. La adicion de sales de Czapek, 0.1% de extracto de levadura,
100 U/ml. de penicilina G y 100 U/mL de estreptomicina a astillas de madera producen un desarrollo mas abundante
de termofilos a 50°C que las astillas que sélo contenian agua. Sin embargo se ha visto que los materiales orgénicos
que s¢ han usado para el mejoramiento del substrato no son necesariamente especificos para termofilos.

-Traiamientos térmicos: Il aislamiento de actinomicetos poco comunes o de crecimiento lento ha sido comunmente
bloqueado par la abundancia de Streptomyces spp. y otras bacterias que crecen mas rapidamente. Sin embargo loas
esporas de varios actinomicetos son resistentes al calor y la desecacion, y esta caracteristica ha sido usada para
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optimizar se aislamiento. En 1965 Nilesch y Agate mientras que en 1967 Bhat, encontraron que el secado por aire de
muestras de suelo o su calentamiento de 50 a 60°C incrementaban las poblaciones de, respectivamente,
estreptomicetos mesofilos y terméfilos en relacién con otras bacterias, Nonomura y Ohara en 1969, encontraron que
un tratamiento térmico drastico de 100 a 120°C durante una hora reducia enormemente la cantidad de bacterias y
permitia el aislamiento de microorganismos poco comunes de crecimiento lento como Microbispora y

Streptosporangium spp., ambos mesofilos y terméfilos. Se aislaron mds mesdfilos cuando el tratamiento fue de 100°C
que cuando fue de 120°C, y viceversa para los termdfilos. En ofros estudios se ha recomendado el tratamiento de la
muestra por 30 minutos a 80°C para el aislamiento selectivo de organismos capaces de oxidar metano y formar
€X0esporas.

-Otros tratamientos: El hipoclorito de sodio y el etanol han sido usados para mejorar el aislamiento de hongos y
levaduras termdfilos. No obstante nunca se ha aislado un termdfilo tras 5 minutos de tratamiento con hipoclorito de
sodio al 5% mientras que las muestras de suelo tratadas con alcohol al 70% presentaron s610 un microorganismo mds
de los que se podian aislar de muestras no tratadas. Esto funciona para organismos de esporas grandes que es dificil
remover,

-Adicién directa al medio de cultivo: La adicion directa de la muestra al medio de cultivo es una de las técnicas mas
comunmente empleadas para el aislamiento de microorganismos termofilicos. Las muestras se pueden mezclar con
agar fundido en una caja de Petri o puede ser dispersado en la superficie de las cajas preparadas. Para realizar estas

técnicas es necesario dominar las téenicas basicas de laboratorio de microbiologfa.

Procedimientos de enriquecimiento. El enriquecimiento se ha utilizado para cl aislamiento de bacterias y rara vez
para hongos, levaduras y actinomicetos. La selectividad de este enriquecimiento depende de muchos factores, como
son los nutrimentos, pH, acreacion, fuerza ionica, temperatura, periodo de incubacion (especialmente en cultivos por
lotes), factor de dilucion (en cultivos de flujo continuo) y para algunos organismos la iluminacion. Hongos y
levaduras termofilos capaces de degradar lignina han sido enriquecidos botellas conteniendo 1g de muestra y 30 mL
de medio con lignina suplementado con sulfato de gentamicina ¢ incubado a 50°C. Las colonias filamentosas aisladas
se resembraron en el mismo medio pero sin glucosa. Posteriormente se resembraron en otro medio con 2% de agar
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para purificacion e identificacion. En 1957 Henssen aislé actinomicetos termofilicos incluyendo a varias especies
nuevas a partir de estiércol en condiciones aerobias y anaerobias. El desarrollo se obtuvo en tiras de papel filtro
humedecidas con una solucidn nutritiva que estaba contenida en tubos dentro de un contenedor tubular con 30 mL de
una solucidn de pirogalol al 20% con 30 mL de NaOH al 20% para absorber el oxigeno. Se incubd de 50 a 60°C.

Durante muchos aflos se consideré a Bacillus stearotermophilus como el modelo de bacteria termofilica, La
metodologfa de aislamiento de ésta era variada con una temperatura de incubacién comin de 55°C, Sin embargo hoy
en dia se conocen muchas bacterias termofilicas que crecen incluso a 110°C. Las bacterias que crecen en estas
condiciones se conocen como arqueobacterias (Fischer y col. 1983). También se han encontrado termoplasmas. En
estudios recientes en aguas termales del Parque Nacional Yellowstone y Oregon en los Estados Unidos se ha utilizado
medio D (composicidn en Tabla 3.4) o pequenas variaciones de éste. Castenholz en 1981 ha recomendado que el
medio debe ser diluido aproximadamente a 1 parte de indculo por 20 partes de medio e incluir una cantidad del agua
natural de donde se efectud el aislamiento para evitar un estresamiento de los microorganismos nativos. Estas
muestras pueden ser almacenadas en la obscuridad de 10 a 20°C durante varias semanas. El enriquecimiento puede
realizarse en matraces Erlenmeyer con un tapén que permita la aireacién. Incluso se pueden utilizar tubos, pero se
obtienen desarrollos lentos debido a la reducida area de absorcion de CO2 La incubacidn de estas muestras debe
hacerse entre 50 y 70°C, dependiendo de la especie o fenotipo de interés en obscuridad o luz de algin tipo en especial,
No se conoce ninguna especie de cianobacteria que crezca a 75°C. En ausencia de aire se puede agregar NaHCO3 o
Nu2CO3 como fuente de carbono. Las cianobacterias y en general microorganismos de ambientes salinos pueden
requerir la adicion de 2 a 3% de NaCl al medio. El medio "D" suplementado con 0.1% de triptona y 0.1% de extracto

de levadura, ha sido utilizado para aislar Thermus spp. de aguas termales,
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TABLA 3.4, Composicién del medio ""D"',

Aguadestilada 1000mL | Sol. de micronutrientes

Acido nitroacético 0.1g | Agua destilada 1000mL
Sol. de micronutrientes 0.5mL | H2SOs conc. 0.5mL
Sol. de FeCly  (0.29g/L)  1.0mL [ MgSO4+H20 2.28¢g
CaSO+H20 0.06g |ZnS04.TH20 0.50g
MgSO0+TH20 0.10g ] CuSO45H20 0.025g
NaCl 0.008g | Na:MoO4-2H:0 0.025¢g
KNO3 0.10g | CoCl2:6H20 0.045g
NaNQ; 0.70g

Na:HPO4 O.1lg

Fuente: Lacey (1990).

Dentro de las bacterias termofilicas que pueden ser aisladas en condiciones aerobias, se encuentran las que capaces de
utilizar hidrocarburos que forman endoesporas y las que no forman esporas, clasificadas como Bacillus y
Thermoleophilum respectivamente (Lacey 1990) y dentro de los utilizadores de sulfato estdnThiobacillus (Fliermans

y Brock 1972) y Sulfolobus (De Rosa y col. 1975).

Preparacion y tratamiento de suspensiones, Lo mas usual es preparar diluciones de 1:10 o 1:100 del substrato
original, o bien preparar diluciones logaritmicas. Se han utilizado varios tipos de diluyentes, pero entre las que han
dado mejores resultados estan la solucién Ringer de 1/4 de fuerza con 2% de inositol; solucion de peptona
bacterioldgica al 0.1% con 2% de inositol y 0.05% de Tween-80; y solucién acuosa de agar al 0.2%. La dispersién de
la materia se debe alcanzar por trituracion mecdnica en un mortero o por agitacién, por vibracién sénica u
homogeneizacién. Sin embargo durante la dispersion se observan efectos adversos, principalmente la destruccion del
substrato y Ja destruccion de fos microorganismos. E! método comiin de agitar el substrato y muestrear con pipeta
tiene enormes variaciones. Ningin método garantiza una toma de muestra gravimétricamente homogénea, no
obstante la agitacion en un agitador magnético de una solucién viscosa, ya sca con 0.2% de agar o 1.0% de
carboximetileelulosa en la solucion, presenia mejores resultados, La agitacién continua produce mayores cuentas en
placa.

La filtracidn, centrifugacién en gradientes de densidad con CsCl, el intercambio jonico, e! calentamiento, tratamiento
con tenol v cloro, y separacion de fase, han sido tratamientos que se les da a las suspensiones de inicroorganismos de

manera ordenada, para concentrar células, separar células de particulas de suelo, inactivar ‘microorganismos de
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especies predominantes o separar diferentes grupos de microorganismos. Asi la filtracion en membrana se usa en la
industria azucarera para el conteo de terméfilos como Bacillus stearotermophilus, B. coagulans, Desulfotomaculum
nigrificans 'y Clostridium thermohydrosulfuricum. El gradiente de densidad en CsCl o Percoll (silica sol-
polivinilpirrolidina), se ha usado para separar bacterias y actinomicetos. Después de una Centrifugacion de 173500¢
durante 17 horas a 4°C se obtuvo un gradiente de densidad en un tubo donde se aislaronMycromonospora en la banda
de 1.35 4 1.42 g/mL, mientras que Bacillus se aisl6 en la banda de 1.25 a 1.30 g/mL ySwreptomyces se encontré en la
banda de 1.15 a 1.35 g/mL. Los sistemas bifasicos se han usado para la separacion y concentracion de esporas, Los
tratamientos térmicos antes o después de inocular placas de agar se utilizan también para la seleccion de

niicroorganismos, utilizando 110°C durante 10 minutos.

Inoculacion en placa. La inoculacién se puede realizar en cajas Petri mezclando la suspensién con agar fundido o
bien esparciendo la suspensidn en la superficie de las placas de agar previamente solidificadas.

El cubrir la superficie del agar con un filtro de membrana es usado para el aislamiento de actinomicetos y es la base
para el aislamiento de Faenia rectivigurla, importante en la enfermedad pulmonar de granjeros. Las suspensiones de
esporas se dispersan en un filtro de membrana de éster de celulosa con un diametro de 9.0 cm, con poros de 0.20 a
0.45um. Los filtros se incuban con el agar durante 5 a 7 dias a 55°C para que ¢l micelio de los actinomicetos crezea y
pueda atravesar la membrana hacia ¢l agar mientras que las bacterias se quedan en la superficie del filtro. Al cabo de
este periodo se retira el filtro y se reincuba para que se obtenga desarrollo del micelio que logré crecer a través de los

poros del filtro (Lacey 1990),

Incubacidn,

La incubacion a altas temperaturas puede provocar la desecacion del agar que dado el momento puede inhibir el
desarrollo de microorganismos. Por ¢llo es esencial mantener una alta humedad en los alrededores de las placas, ya
sed colocando recipientes con agua dentro de la incubadora, sellando las cajas con Parafilm o encerrando las cajas en
bolsas de polietileno o desecadores sellados con agua en el interior. Para algunas especies se requiere ademas una
mezela especial de gas. Se pueden utilizar incubadoras de aire caliente en un amplio rango de temperaturas, hasta de

37



— s g

W)

100°C o mayores, Los baftos de agua se pueden usar hasta 75°C, ya que en adelante se requieren dispositivos que
impidan la rdpida evaporacion de agua, o bien usar liquidos de mayor punto de ebullicién como glicerol, aceite o
parafina liquida. Alrededor de 100 °C se pueden usar bafos eléctricos de arena si su temperatura puede ser lo
suficientemente bien controlada. A estas temperaturas la presion del sistema debe elevarse de 1 a 3 atm para elevar la
solubilidad de los gases en el medio. Por arriba de 100°C el agua sélo puede usarse bajo presién, 5 Ib/in? (Lacey

1990).

Mantenimiento.

Para el almacenamiento a corto plazo se pueden conservar las cepas a temperaturas ambientales o de refrigeracion
para la mayoria de los microorganismos. Para los microorganismos anacrobios, un ajuste de pH es necesario para
mantener su viabilidad. Los organismos capaces de formar esporas se pueden conservar en glicerol >60% a -20 o -
70°C. Los métodos estandar de conservacion a largo plazo se pueden usar también, como el almacenamiento en

nitrégeno liquido o liofilizacién de las cepas (l.acey 1990).

Aislamiento selectivo de micreorganismos lipoliticos y activos a altas temperaturas,

El aisamiento selectivo de microorganismos se realiza normalmente en cultivos por lote, de manera alternativa se
puede realizar un aislamiento en cultivo continuo. Es necesario aplicar una presién de seleccion adecuada a las
condiciones de trabajo que s¢ desean en los microorganismos seleccionados. Las lipasas son enzimas que hidrolizan
triglicéridos a glicerol y dcidos grasos libres, fuentes de carbono y energia de facil asimilacion para los
microorganismos. Por ello es obvio pensar que la fuente de carbono en un cultivo continuo para seleccionar
microorganismos lipoliticos sean lipidos. Por este método se han logrado aislar bacterias como Pseudomonas
alcaligenes y Enterobacter intermedium entre otras. Un sistema de cultivo continuo empleado consiste en un
tfermentador que contiene un medio de cultivo sintético sin fuente de carbono, la cual se encuentra en una columna
externa por la que s¢ hace circular el medio de cultivo para que los microorganismos tuvieran acceso a la fuente de
carbono y obtener asf un enriquecimiento (Lie y col. 1991). Se han aislado varias bacterias lipoliticas en Estados
Unidos ¢ Inglaterra, partiendo de diversos sustratos de temperaturas altas, como son las aguas termales y compostas.
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Estas muestras fueron enriquecidas previamente con la adicion de aceite de oliva. La temperatura de estos lugares
varié entre 42 y 91°C, excepto las colectadas en aguas termales americanas, que variaron de 45 a 88°C. Sus
metodologias de aislamiento variaron entre muestras, pero el criterio de seleccidn siempre fue la clarificacion de una
placa de agar con 0.1% de aceite de oliva emulsificado. Con este trabajo se aislaron mds de 140 cepas potencialnente
lipoliticas, sin descartar que se tengan aislamientos no independientes entre ellos (Gowland y col. 1987). También en
las aguas termales de Bulgaria se han aislado bacterias termofilicas productoras de lipasa. Las condiciones de estos
sitios variaron entre 42 a 80°C y pH de 6.0 a 8.5. Para este trabajo se utilizo un sistema de cultivo continuo como el
usado por Lie y col. en 1991, De este trabajo se obtuvo una cepa deBacillus sp. termoalcalofilica denominada MC7
cuya lipasa mostro una actividad maxima a 60°C y pH=8.5. Mostré ademds termorresistencia a 70°C conservando el
100% de su actividad y teniendo una vida media de 3 h. Estas pruebas hacen aparecer a esta enzima mucho mas
termoestable que la de Pseudomonas fragi 22.39 B as{ como la de Alcaligenes sp cepa N 679 y sdlo un poco menos

que la de Pseudomonas sp. KWI-56 considerando que esta no es alcalofilica (Emanuilova y col. 1993).
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CAPITULO 4.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Justificaci6n,

Una de las metas de los estudios cientificos es elevar la eficiencia de los procesos de produccion de bienes
de consumo. En este campo se ha visto que las enzimas termoestables juegan un papel fundamental en
varios procesos ¥ sus aplicaciones no han sido exploradas en su totalidad.

El estudio y uso de las lipasas se esta extendiendo dadas las aplicaciones potenciales de estas enzimas en
diferentes industrias asi como en investigacién, aumentando de este modo su importancia econdmica. Por
otra parte las lipasas termoactivas y en general las que son capaces de presentar actividad en ambientes
extremos han cobrado importancia industrial ya que sus caracter(sticas las hacen mas adecuadas para los
procesos industriales que generalmente requieren condiciones desnaturalizantes para la mayorfa de las
enzimas.

Existen varias lipasas en el mercado, casi todas son fungales y esto alarga sus tiempos de produccidn, por lo
que una lipasa bacteriana, que generalmente se produce mas rapido, podria eventualmente competir en este
mercado. De hecho existen varias lipasas bacterianas como las de Pseudomonas (Watanabe y col., 1977,

Gilgert y col. 1991; Lie y col. 1991; Palmeros, B. y col,, 1994), pero éstas presentan problemas de
manipulacion debido a la patogenicidad de este microorganismo, por lo que seria de gran utilidad un
microorganismo no asociado a patégenos como serfan bacterias lacticas o del géneroBacillus. Para ello

existen ensayos de aislamiento selectivo com muy buenos resultados como los de Gowland y col. (1987) y
Emanuilova y col, (1993).

Un estudio de aislamiento selectivo de microorganismos nos remonta necesariamente a la toma de

conciencia y al uso de la importante biodiversidad con que se cuenta en ¢l pais.
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Objetivos generales:
-Aislar un microorganismo lipolitico cuya enzima sea termoactiva,

-Caracterizar la actividad de la lipasa de este microorganismo.

Objetivos particulares:

-Seleccionar un lugar para realizar ¢} aislamiento dadas las caracteristicas que seffala ¢l objetivo general.
-Desarrollar un método que permita obtener una buena captacién de microorganismos productores de lipasa
termoactiva.

-Aislar el microorganismo en forma pura.

-Caracterizar bioquimicamente de manera general al microorganismo.

—Determinarl las condiciones optimas de medicion de actividad lipolitica.

-Caracterizacion bioquimica de la enzima seleccionada.
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CAPITULOSS,

MATERIAL Y METODOS.

Reactivos.

-Acido oleico Sigma

-Agar Difco
-Agarosa BioRad

-Caldo BHI Difco
-CaSO,2H,0 Baker analyzed
-Extracto de levadura Difco
-Fe(NO,), Merck

-FeCl, Merck
-Glicerol Merck

-HCl Baker analyzed
-KNO, Baker analyzed
-MgSO, 7H,0 Baker analyzed
-MnSO,4H,0 Baker analyzed
-Na,HPO, Merck

-NaCl Merck

-NaNQ, Baker analyzed
-NaOH Baker analyzed
-Polimixina Sintex
-Tributirina Sigma
-Triptosa Difco

-Tris (hidroximetilaminometano)  Merck

-Tween 80 Canamex
-Zn80, Merck

Seleccién de 1a actividad deseada.
El primer paso para la realizacion de este trabajo es la obtencion de microorganismos, para lo cual se siguio la

metodologia mostrada en la Figura 5.1. L.a actividad seleccionada es la lipolitica.
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Desarrollo del artefacto de aislamiento.

Los artefactos de aislamiento son dispositivos que permiten el enriquecimiento selectivo de microorganismos en
ambientes en los que es dificil aislar los microorganismos de interés ya sea por sus cuentas bajas o por la presencia de
microorganismos indeseables en ¢l medio (Levanon 1987). En el presente caso s¢ empled un sistema que permite la
interaccién de lipidos con una base s6lida ain en presencia de agua a altas temperaturas para tener acceso a las
muestras enriquecidas. Para este fin, como se ve en la Figura 5.2, s¢ embebié un cartucho de dodecilsilano,
normalmente usado en cromatografia de liquidos para separacién de compuestos por su polaridad, embebido con
manteca vegetal la cual se adicioné fundida con ayuda de una jeringa. Este artefacto se corta por la mitad con un
bisturi, se ata con un cordén a una piedra del lugar permitiendo que el cartucho flote en la superficic del agua y
manteniéndolo simultineamente en en una zona restringida por la longitud del cordén.

FIGURA 5.1, Metodologia seguida para la obtencién de microorganismos,

Seleccion de la actividad deseada

|

Seleccion del sitio para el aislamiento

Pesarrollo del artefacto de aislamientd

Plan de muestreo

Toma de muestra

|

Tratamientos dados a las muestras}

Plan de muestreo,

El plan de muestreo se hizo con base tanto en las caracteristicas del dispositivo de aislamiento como al tiempo
considerado para obtener algin enriquecimiento considerando que el objelivo era aislar bacterias. Los dispositivos de
aislamiento se dejaron 8 dias en los lugares elegidos para 1al efecto con las caracteristicas que se consideraron mds
adecuadas, esto es mayores temperaturas. Estos datos fueron tomados con un termémetro y un potencidinetro portatil

marca Corning mod. pl103 con electrodo combinado marca Orion mod. 91-56.
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Toma de muestra,

L.a toma de muestra se hizo sumergiendo en el agua del lugar elegido, matraces de 250 mL estériles, recogiendo (en
su caso) ademas de los cartuchos aproximadamente 150 mL del agua del lugar con tierra suspendida naturalmente en
ella. Las muestras se transportaron a la Ciudad de México a temperatura ambiente en ausencia de luz en un lapso de

aproximadamente 3 horas y se guardaron en refrigeracion (5°C) hasta su uso, 24 a 120 horas después.

FIGURA 5.2. Preparacion del disposotivo para el aislamiento.

-~ Jeringa

-~ Cartucho de octadecilsilano

% - Manteca vegetal

Tratamiento primario dado a las muestras,

Las muestras se trataron de acuerdo a la Figura 5.3. Las muestras se homogenizaron dentro de los matraces en vortex
durante | minuto antes de la toma de esta para posteriores tratamientos. Inmediatamente se procede a inocular el
homogeneizado en distintos medios tomando como base al medio "D" (Lacey 1990) modificado con la siguiente
formulacion final: solucién de FeCly (0.29 g/L) 1.0 mL; solucién de micronutrientes (ZnSO4-7H,0, 439.8 mg/L;
Fe(NOy),, 723.5 mg/L; MnSQ4-4H,0, 203.0 mg/L.) 0.5 mL; CaSO,-2H,0, 0.06g; MgS0O,4-7H,0, 0.1g; NaCl, 0.008g;
KNOj, 0.1g; NaNOjy, 0.7g; NayHPO,, 0.15g; H,0, 1000 mL.Este medio se adicion6 con 0.1% de triptosa, 0.1% de
extracto de levadura y 1.0% de tributirina emulsificada (medio DELTT),

Iiste medio se utiliz6 ajustando su pH a 3 para pruebas liquidas, y a pH 7.2 para placas de agar (+ 1.5% de agar) y en

combinacion con caldo BHI (infusidn cerebro-corazon) a pH 7.2.
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Por otra parte se utilizé caldo nutritivo adicionado de polimixina, que en muchos casos no afecta a microorganismos
del género Bacillus por ser producida por uno de ellos, B. polymyxa (Priest y col. 1988), a distintas concentraciones.

El antibiético utilizado corresponde a una concentracién que va desde 0.00001153 g/mL de sulfato de polimixina
equivalente a 76866.66 Ul de polimixina base hasta 0.0 U1, ajustando el pH a 7.2.

Finalmente se utilizé caldo BHI a pH 7.2 y caldo BHI adicionado con 0.25% de extracto de levadura y 1.0% de
dextrosa anhidra.

Iin todos los medios liquidos se inoculd con S mL del homogeneizado en 25 mL de medio liquido, excepto el Oltimo
el cual se inocul6 con 20 ml de muestra en un volumen igual de medio.

Las placas se inocularon con 0.1 mL de homogeneizado y se extendieron con una varilla de vidrio doblada en angulo
de aproximadamente 90°, estéril. Todos los cultivos se realizaron a 37 y 50°C.

L.os medios de cultivo utilizados se prepararon de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Los ajustes de pH se
hicieron con NaOH o HCI 0.1M. El desarrollo se evalué a las 24, 48 y 72 horas, en sélido y en liquido, observando
desarrollo en la superficie de la placa o alguna turbidez, sedimento o nata en los cultivos liquidos. Los cultivos

liquidos se incubaron en estufa sin agitacion.

FIGURA 5.3. Esquema de los tratamientos dedos a las muestras.

Muestras liquidas con y sin cartucho
y con tierra del lugar’ muestreado

Homogenizacién en vortex duranie | minuio
antes de la toma de muestra.

l |

Enriguecimiento en Plagueo directo en medio Enriquecimijento en
medio DELTT a pH 3 i . caldg nutritivo con
a 37y 50°C BH 1.2a37y50°C polimixina a pH 7.2
Sml.'mtra en 25mL .1 mL mtra’caja a 37 y 50°C
de medio. Sml. mtra en 25mL
de medio.
Inocular en caldo BHI Inocular en caldo BHI
DE pli 7.2a 37y 50°C
pH 7.2a37y 50°C

Medio DELTT:
1 | BHI + ghl:%{iud"nn' i
nocular en . ¢ triplosa +
025% EL.4+ 1.0% 0.1% de extracto de
del dcxlr’%sa. I20 m‘lf Ilcdaéju‘sa +'b
mtra +20 ml. medio . e tributirina
| 37y 50°C a pil §.0 E.L.. extraclo levadura
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Tratamiento secundario dado a las muestras,

Los medios de cultivo en los que se observé desarrollo se plaquearon posteriormente a pH de 7.2 y 9.0, 4 37°C, para

obtener colonias aisladas y evaluar simultaneamente su cardcter lipolltico a distintos valores de pH (Figura 5.4). Las

colonias aisladas en placa se conservaron en caldo BHI a pH 7.2 previo desarrollo durante 5 dfas a 37°C y posterior

refrigeracion a 5°C. Ademés se conservaron las cepas SCAl en BHI con desarrollo igual al mencionado

anteriormente y 50% de glicerol estéril a -20°C. Las colonias aisladas se probaron también en medio DELTT a

valores de pH de 3.0, 7.2 y 9.0 a 37°C. Finalmente se evalué el desarrollo en agar DELTT a 50°C con pH de 7.2 y 9.0.

Caracterizacién bioquimica del microorganismo aislado.

El microorganismo aislado se sometié a una caracterizacién bioquimica general, de acuerdo al sistema UNISCEPT

20E (Analytab Products), prueba de Gram, observacion de esporas y morfologia de la colonia en placa de agar.

FIGURA 5.4, Tratamiento secundario dado a los microorganismos.

de los tralam

Desarrollo (+) de cualquiera

ientoa anteriores

pH7.2y9.0

Plaqueo en agar DELTT a

a37°Cc

Seleccion de

colonias lipoliticas -
SCA3SC y SCAIC.

Inoculacién en medio DELTT
apH3.0,72y90a37°C

Inoculaci6n en agar DELTT
apH7.2y9.0a50°C

Microorganismos productores de lipasa
con actividad a 50°C
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FIGURA 5.5, Produccién de lipasa y medicién de su actividad por dos métodos.

Propuesta de medio para producci6n de lipasa
medio "D" + 0.5% de extracto de levadura H
0.1% de triptosa + 2.0% de tributirina

Cultivo del microorganismo 24 horaﬁ
pH 5.0,7.0y9.0a 50°C

Medicién de actividad a 50°C por el Medicién de actividad por el
método de Espinosa y col. (1990) método de Smeltzer y col. (1992)
| |
|

Evaluacién de ventajas y desventaja
de ambos métodos

Eleccién del método de
medicion de actividad lipolitica

Medicion de actividad lipolitica,

Una vez caracterizado el microorganismo se siguio la secuencia de la Figura 5.5. Se propuso un medio liquido para la
produccion de lipasa consistente en el mismo medio "D" usado en el aislamiento adicionado de 0.5% de extracto de
levadura, 0.1% de triptosa y 2.0% de tributirina. Todos los ensayos son por triplicado, excepto las curvas patrén que
se hicieron por duplicado, y los resultados se muestran como promedios. Se realizé una incubacién a 50°C durante 24
horas y se eliminaron las células por centrifugacién a 4000 rpm durante 5 minutos, seguido de filtracién en membrana
Milipore con poro de 0.45 pm; ¢l extracto crudo asi obtenido se utilizo para la medicion de actividad lipolitica. Esta
se determiné por el método de Espinosa y col. (1990) y el de Smeltzer y col. (1992). Con base en los resultados de
estas pruebas se eligio un sélo método para la determinacion y se prosiguié como se muestra en la Figura 5.6. En este
ensayo de actividad lipolitica se parte de muestras adicionadas con 0.5% de dcido oléico en el medio de cultivo para
permeabilizar membranas v obtener una mayor excrecion de enzimas exocelulares. En este ensayo se determinéd que
¢l método de Espinosa y col. (1990) requeria de ajustes en el pH de trabajo y por tanto en el sistema amortiguador. Se
utilizé una solucién amortiguadora de tris 5 mM, ajustando el pH a 11.95 con NaOH 4.0 M. Se probaron tres sistemas

de cultivo, liquido estdtico en matraz EM de 250 mL con 50 ml. de medio de cultivo incubado a 50°C; liguido agitado
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a 100 r.p.m. en las mismas condiciones que el anterior; y salido a 50°C, usando el mismo medio incluyendo agar al

1.5% con siembra masiva. L.os medios liquidos se trataron como se menciono anteriormente; el medio solido primero

se sometio a una molienda en licuadora durante 15 segundos con 50 mL de medio "D" estéril, para posteriormente

filtrarse en equipo Milipore con filtro cualitativo de la misma marca. Este filtrado se trata entonces como las otras

mucstras,

FIGURA 5.6. Produccién de lipasa y medicién de actividad lipolitica.

Produccion de lipasa en medio

"D" 4 0.5% de extracto de levadura

+ 0.1% de triptosa y 2% de
Iributirina, adicionado con
0.5% de 4cido oléico a pH 8.0
Incubacién 24 horas a 50°C

I

i Liquido estético y agitado }

Medici6n de actividad a 50°C

&)or)cl

mélodo de Espinosa y col, (1

S6lido (placa de agar)

—

Licuado con medio "D"

1

I Aclividad positiva

|

i

[

Aclividad negaliva

Modificacién del pH del
sistema de evaluacion de
actividad hasta detectaria

Evaluacidn del sistema
amortiguador
y cfecto de los jones
CayMg

Los indculos se prepararon a partir de cultivos en placa de agar BHI de 24 horas, pasandolos a solucion 0.85% de

NaCl estéril hasta obtener una absorbancia de 0.200 a 540 nm contra un blanco de la misma solucién sin células. Esta

lectura se hizo en un espectrofotémetro Milton Roy mod. Spectronic 21D en celdas de cuarzo de 1 cm de longitud. La

actividad se midié con un potenciémetro Orion mod. 520A con un electrodo combinado de la misma marca mod. 91-

56. Se utiliz6 un bafo de agua a 50°C marca Neslab mod. Termomix con un agitador magnético marca Cole-Parmer

mod. 4802-00,
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Evaluacion de los sistemas amortiguadores y efecto de los iones Ca'* y Mg'*,

Con base en los resultados de actividad obtenidos (Figura 5.6), principalmente al pH, se evaluaron dos sistemas
amortiguadores a ese pH. Se evaluaron por separado los sistemnas de tris(hidroximetil)aminometano y cisteina en
concentraciones equimolares de 5.0 mM asf como su interaccion por separado con los iones Ca** y Mg**a una
concentracion 0.5 mM. Los iones Ca** y Mg pueden tener influencia en la actividad enzimdtica, inhibiendo o
activando a la enzima (Petrovic y col. 1990). Para evaluar el efecto del Ca** y Mg?* en la actividad de la enzima se
utilizd el mismo método de actividad lipolitica. En cada caso se realizé la curva patrén correspondiente al ensayo
para la determinacion de actividad.

FIGURA 5.7, Caracterizacion de la actividad lipolitica en el extracto crudo.

Determinacion del pH éptimo
de actividad lipolitica

Determinacion de la temperatura
optima de actividad lipolitica

[

[ Actividad frente a distintos sustratos ]

Determinacion de la vida
media a temperatura y pH 6ptimos

]

Caraclerizacién cinética de la
actividad enzimdtica

Determinacion de pH 6ptimo de actividad de la enzima en el extracto enzimatico.

Una vez establecidas las condiciones de actividad enzimatica se procedié a caracterizar la actividad de la enzima
utilizando varios pardmetros de prueba (Figura 5.7). EI pH se probd en un rango de 7 a 11.3, preparando soluciones
amortiguadoras de tris 5 mM a distintos valores de pH y midiendo la actividad de la enzima a esas condiciones con ¢l
método de Espinosa y col. (1990). Este método tiene como principio la cafda de pH en funcién del tiempo por
hidrolisis de tributirina que produce dcido butirico. Considerando esto para la medicion a distintos valores de pli, se
hacen soluciones amortiguadoras a pH 10.1, 104, 10.5, 11.0, 11.4. A partir de la caida de pH en la solucién

amortiguadora de tris 5 mM y su comparacién con una curva patrén de 4cido butirico agregado cada 2 minutos,
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abarcando todo ¢l rango de pH, se obtienen los valores de actividad en rangos de pH que al menos abarquen 5 puntos
en la curva de actividad. La pendiente de estos 5 puntos entre la pendiente de la curva patrén nos da la actividad en
ese rango de pH. No abstante no se pueden hacer muchos intervalos porque la pendiente tiende a ser constante en

varias zonas, razon por la cual se tomaron las pendientes que mostraron cambios mdas marcados.

Determinacién de 1a temperatura dptima de actividad de 1a enzima en el extracto enzimético,

La temperatura se probdé en un rango de 40 a 80°C por el método de Espinosa y col. (1990), usando intervalos de
10°C. Para este fin se utilizaron los mismos aparatos que en la actividad normal, excepto que en la medicion a 80°C se
utiliz6 un bafio de agua consistente en un vaso de precipitados de 500 mL con agua sobre una parrilla eléctrica marca
Lindberg, mod. 53166. Las actividades se compararon contra curvas patrén de dcido butirico hechas en el mismo

medio de reaccion a la misma temperatura del ensayo.

Actividad de la enzima frente a varios sustratos,

La actividad frente a distintos triglicéridos, utilizando tributirina al 2% (todos los triglicéridos se hicieron partiendo
de una emulsion al 5% en agua destilada, con 0.01% de tween 80 como emulsificante, en licuadora durante 25
segundos), asf como trioleina, tricaprilina, aceite de oliva, aceite de maiz y acecite de girasol a las mismas

concentraciones en la solucion amortiguadora de tris S mM.

Actividad residual de 1a enzima por incubacién del extracto crudo a 50°C.
La actividad residual se evalud ajustando el pH del extracto crudo a 10.5 y posteriormente se sometié un tratamiento
térmico a 50°C en bafo de agua y tomando muestra a distintos tiempos y midiendo actividad lipolitica por ¢l método

de Espinosa y col. (1990).
Caracteristicas cinéticas de la actividad enzimética.

Para la caracterizacion cinética se hicieron curvas de actividad contra distintas concentraciones de sustrato utilizando

una sola emulsion de tributirina como fuente de este, con el fin de estabilizar ¢l tamafio de gotas de triglicérido en la
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fase dispersa. El propdsito es hacer una cinética tipo Michaelis-Menten y posterior evaluacion por el método de

Lineweaver-Burk.
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CAPITULO 6.

RESULTADOS Y DISCUSION,

Seleccion del sitio de aislamiento.

Para este fin se consideraron dos fuentes naturales de microorganismos termofilos, como podian ser ciertas industrias
que utilizan calor en sus procesos como la industria de embutidos cdrnicos, a la cual no conseguimos acceso, y zonas
geotérmicas del pafs que ofrecian gran potencial pero dificil acceso como Los Humeros, Puebla (Barragén y col.
1991) y otros muchos de cuyas condiciones se sabe poco, y en muchos casos, se encuentran muy alejados de la
Ciudad de México (Gutiérrez y col. 1989). Por estas razones y por recomendacién de la Dra. Rosa Marfa Prol
Ledesma, del Instituto de Geofisica de la UN.AM., se decidio ir a Los Azufres, Michoacén, Este sitio tiene facilidad
de acceso (carreteras y transporte publico hasta los pozos de la C.F.E. que se encuentran en el lugar), hay un rango

amplio de temperaturas en las aguas termales del lugar y esta relativamente cerca de la Ciudad de México.

Pruebas del artefacto de aislamiento,

Las pruebas realizadas en el laboratorio (cualitativas unicamente) muestran que aun después de 4 horas en agua a
cbullicion a pH 7.1, la manteca vegetal se mantenia adherida a la base plastica con dodecilsilano y su liberacién al
medio era minima. Tras la esterilizacién de los cartuchos no hay liberacion de manteca vegetal y en las pruebas de
corte tampoco se liberan las particulas de dodecilsilano con manteca vegetal, quedando adheridas a la base plastica de
los cartuchos. Esto garantiza que la presencia de los cartuchos implica la presencia de la fuente de carbono. Sin
embargo la disponibilidad de estos lipidos para accién enzimatica no se evalud, aunque si la capacidad de obtencién
de desarrollo en medio "D"modificado como se describe mds adelante y 0.1% de triptosa, donde mostré el desarrollo
de bacterias rosadas en la superficie del dodecilsilano. Estas bacterias fueron aisladas inicialmente de leche cortada y

mostraron lipdlisis en placa de agar con tributirina.

Caraeteristicas fisicoquimicas de los sitios muestreados.
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El dfa 13 de Noviembre de 1993 se realizé la primera parte del trabajo, que consistia en tomar lectura de algunas
caracteristicas fisicoquimicas del lugar, elegir los mejores sitios para colocar los dispositivos de aislamiento en base a
la temperatura y depositar éstos. Las lecturas de los sitios elegidos por su alta temperatura se encuentran en la Tabla

6.1.

TABLA 6.1. Caracteristicas de los lugares seleccionados para aislamiento.

Lugar elegido | Temperatura (°C) | pH | EqmV)
SCAI 84 2.54 296
SCA2 75 3.00 244
SCA3 77 2.45 256
SCA4 70 3.09 237
SCAS 70 2.96 248

Las siglas de los lugares clegidos indican su procedencia y posicion geografica relativa a un esquema del lugar. Las
temperaturas se pueden considerar altas, y los valores de pH bastante dcidos mientras que el potencial redox se puede
considerar moderadamente oxidante, lo cual nos indica que el tipo de microorganismos que se pueden aislar en estos
lugares serdn termofilicos, acidofilicos y aerobios. Para los objetivos planteados estos sitios son bucnos prospectos de
estudio. Estos sitios se marcaron dentro de un esquema que representa el drea de trabajo para evitar confusiones

geograficas al momento de recoger las muestras.

Toma de muestra,

Sin cartucho: En el primer viaje a los Azufres se tomé muestra del sitio denominado SCA3. A esta muestra se le
denoming entonces SCA3SC para indicar de donde se tomd y que se realizé sin cartucho de dodecilsilano. También
se dejaron los cartuchos de dodecilsilano embebidos con manteca vegetal en los sitios elegidos paratal efecto.

Con cartucho: Una semana despues se recogicron los cartuchos dejados en los sitios clegidos.

Tratamiento primario dado a las muestras.
En cuanto se tuvieron las muestras se les dio un tratamiento primario con el cual sc deseaba obtener desarrollo de
microorganismos en cultivos por lotes. Se utilizé ¢l cultivo por lotes considerando que es de ficil manejo y requiere

de menor cantidad de equipo, ajustandose a la cantidad de equipo con la que se cuenta en el laboratorio. Los ensayos
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realizados consisten en una serie de cultivos con diferentes nutrientes y presiones de seleccion tratando de agotar las
posibilidades de desarrollo microbiano y evitar microorganismos diferentes a los del géneroBacillus, seleccionado ya
que generalmente no es patogeno para el hombre y es de fécil manejo y conservacion. En la Tabla 6.2 tenemos un
resumen de estos ensayos y sus resultados. De estos ensayos se obtuvieros dos cultivos positivos, SCA1C y SCA3SC,
los cuales se sometieron a un segundo tratamiento. El haber tenido sélo dos cultivos positivos no indica que el resto
de las muestras estuviesen estériles, sino que el ensayo estaba diseflado para seleccionar eubacterias, mientras que por
las caracteristicas del lugar, éstas deblfan ser escasas y era mas sencillo aislar arqueobacterias, sin embargo en el
aislamiento se usaron temperaturas de 50°C y, como regla general, los hiperterméfilos tienen un optimo de
crecimiento de 80°C y no pueden crecer por abajo de 60°C. Por otra parte las arqueobacterias dificilmente
presentarian el fenotipo deseado, es decir, como en su ambiente los lipidos son raros, este tipo de microorganismos no

poseen las enzimas para degradarlos (Segerer y col. 1993).

TABLA 6.2, Tratamientos dados a las muestras para el desarrollo de microorganisnios.

Método Medio Condiciones Desarrollo
Enriquecimiento | DELTT SmL mtraen | pH3a37°C ()
25 mL medio (5/25) pH 3 a 50°C (-)
Plaqueo directo DELTT pH7.2a37°C (-)
(0.1 mL/placa) pH 7.2 a 50°C ()
Enriquecimiento  { Caldo nutritivo con | pH 7.2a 37°C + 76000 Ul (-)
polimixina (5/25) pH 7.2 a 50°C + 76000 Ul (-)
pH 7.2 a 37°C + 38000 Ul (-)
pH 7.2 a 50°C + 38000 Ul (-)
pH 7.2a37°C + 7600 Ul -)
pH 7.2a50°C + 7600 Ul )
pH 7.2 a 37°C sin antibidtico (-)
pH 7.2 a 50°C sin antibi6tico (+)

Enriquecimiento | BHI-DEL'TT (5/25) pH72a37°C SCA3SC (+)

SCAIC(+)
pH 7.2 a 50°C ()
Enriquecimiento | BHI +0.25% EL + 1% | pH 5.0 a 37°C ()
dextrosa (20/20) pH 5.0 a 50°C ()

(+)=Presente, (-)=Ausente,

L.a literatura reporta otras métodos de aislamiento, como el sistema de cultivo continuo, descrito por Lie y col. 1991,
con ¢l que se aislaron varies microorganismos terméfilos y lipoliticos. De todos los microorganismos aislados, el
denominado CT42 se estudio con mds detalle. Se encontré que es un Bacillus sp., probablemente Bacillus

stearothermophilus. Se determind que la produccion de lipasa esta inducida por la presencia de Tween 80 en el medio
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de cultivo, mostrando ademas gran especificidad hacia éste, ya que las prucbas con Tween 40 exhiben sélo un 5% de
la actividad observada con Tween 80 (Gowland y col. 1987). Este sistema puede ser bueno, pero no es determinante
en el aislamiento selectivo de microorganismos termofilicos productores de lipasa termoactiva, y si puede aumentar

costos de equipo y operacion, ya que se requieren sistemas de bombeo y columnas con substrato inmovilizado.

Tratamiento secundario dadlo a las muestras.

Las cepas obtenidas en el tratamiento primario se plaquearon en agar DELTT para obtener colonias aisladas y se
sometieron a un segundo tratamiento descrito en la Tabla 6.3, con el fin de establecer diferencias entre estas colonias
y para observar caracteristicas deseables en ellas como ia lipélisis, el desarrollo a 50°C con lipdlisis, desarrolio a pH
4cido y/o alcalino y nuevamente la lipdlisis en estas condiciones. Se obtuvieron 5 cepas SCA3SC y 9 cepas SCAIC
puras. En cada caso no podemos excluir que se trate de un cultivo inicial puro, ya que en placa y microscdpicamente
las caracteristicas de todas las colonias aisladas de cada grupo son iguales. Los resultados de este segundo tratamiento
nos ofrecen una diferencia principal en placa entre ambos grupos de colonias, que es la capacidad de todas las
SCAIC de crecer a 50°C, mientras que las SCA3SC no lo hacen. Considerando este Gltimo dato se centraron los
experimentos en las cepas SCA1C, que a partir de este momento se les denomindé GMAL. Es notorio que el fenotipo
del microorganismo aislado no corresponde a las caracteristicas del sitio de aislamiento, lo que nos hace pensar en la
presencia de este microorganismo en forma esporulada, y que su procedencia es de algun sitio cercano con un pH
mayor (aprox. 6) y de menor temperatura (50°C), ya que este microorganismo no crece a 70°C. Estas condiciones se

presentan en repetidas ocasiones dentro de la laguna y en lagunas aledafas.
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TABLA 6.3. Métodos, medios y condiciones dados a los microorganismos SCA3SC y SCAIC.

Método Medio Condiciones Desarrollo Lipélisis
Plaqueo Agar DELTT (siembra | pH 7.2a37°C { SCA3SC (+) (+)
por estriado con asa|pH9.0a37°C | SCAIC(+) en todos los
bacterioldgica) en todos los casos
0.1 mL/placa €asos
Cultivo liquido | Medio DELTT (toma | pH 3.0a37°C () -e-
con asa bacterioldgica) | pH 7.2a37°C | SCA3SC (+) ND
SCAIC(+) ND
pH9.0a 37°C | SCA3ISC (+) ND
SCAIC(+) ND
Plaqueo Agar DELTT (siembra | pH 7.2 50°C | SCA3SC () aeen
por estriado con asa SCAIC(+) )
bacteriologica) pH 9.0a 50°C | SCA3ISC(-) ---
0.1 mL/placa SCAIC(+) (+)

ND= No determinado,

Caracterizacién bioquimica del microorganismo aislado.

El microorganismo es un bacilo largo Gram (+) que, como se vio en el proceso de aislamiento, es capaz de crecer a

50°C produciendo lipolisis sobre tributirina en placa de agar. También crece a 20°C, no creciendo a 5°C ni a 80°C.

Las pruebas bioguimicas estan en la Tabla 6.4. El microorganismo presenta formacién de endoesporas terminales y

subterminales. En placa a las 24 horas aparece como una colonia amaritla palida, de 2.0 a 4.0 mm de didmetro,

circular, convexa, cont bordes mellados, superficie lisa, de aspecto cremoso y textura poco viscosa. El

microorganismo es termdfilo y aerobio. Ademds presenta otras caracteristicas de interés comercial, como sus

actividades xilanolitica y proteolitica.

TABLA 6.4. Caracterizacién bioquimica de la cepa SCALI

Prueba Resultado Prueba Resultado

f-Galactosidasa + Fermentacion de sorbitol * -
Arginina dehidrolasa . Fermentacién de ramnosa * -
Lisina descarboxilasa - Fermentacidn de sacarosa *
Omitina descarboxilasa - Fermentacién de melibiosa * -
Utilizacion de citrato . Fennentacion de amigdalina * -
Produccion de dcido sulfhidrico * - Fennentacidn de L+arabinosa * -
Ureasa * + Reduccién de nitrato * -
Triptofano desaminasa * - Catalasa * +
Indol * - Pectinasa -
Acetoina a pantir de piruvato * + Proteasa +
Licuefaccidn de gelatina * + Xilanasa +
Fermentacion de glucosa * - Almidén .
FFermentacién de manitol * - Celulosa -
Fermnentacion de inositol * -

* De acuerdo al sistema UNISCEPT 20E (Analytab Products).
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La caracterizacién bioquimica indica que este microorganismo pertenece al géneroBacillus y no corresponde a la de
ningun otro descrito dentro de este género, sin embargo al que mas se asemeja es aBacillus pumilus, del cual difiere
en todas las pruebas de fermentacion de carbohidratos, excepto ramnosa y sorbitol y en los tiempos de esporulacion,
siendo mas rapido el microorganismo aislado. No obstante estas pruebas, existen muchos pardmetros taxonémicos
que estan cambiando y que impiden de cualquier modo una clasificacion adecuada (Priest y col. 1988).

La identificacién completa no se llevé a cabo debido al tiempo requerido para ésta, estimado en 6 a 12 meses. La

caracterizacion hecha nos permite denominar a este microorganismo como Bacillus sp. GMAL.

Medici6n de actividad lipolitica y sistema de cultivo en Ia produccion de enzima.

La actividad lipolitica se evalué por una caida de pH con respecto al tiempo. Inicialmente se intentd utilizar el método
descrito por Smeltzer y col. (1992), pero no se pudo detectar actividad y era dificil realizar el ensayo a 50°C, ya que
la medicion es espectrofotométrica, lo que implicaba suspender la incubacion mientras se tomaba la lectura. Los
primeros ensayos con el método descrito por Espinosa y col. (1990), en el que la actividad se mide en un intervalo de
pH de 7.0 a 7.5 aproximadamente, resultaron negativos, Debido a esta ausencia de actividad se decidié modificar la
solucién amortiguadora para inedir en medio dcido y alcalino, para lo cual se probaron una solucién amortiguadora de
maleatos SmM a pH 5y Tris 5 mM a pH 9.0. En medio dcido no se detecté actividad, mientras que en medio alcalino
se detectd una ligera caida de pH en un lapso de 10 minutos, lo cual sugirié que la enzima deBacillus sp. GMAL es

alcalétila. Para corroborar lo anterior se preparé la misma solucion amortiguadora pero se ajustd el pH a 11.95 de

modo que al agregar sustrato y enzima este valor bajaba aproximadamente hasta 11.0, en el cual si se detecto la

actividad.
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GRAFICA 6.,1. Caida de pH por actividad lipolitica
y contra un blanco a 50°C
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Como se puede ver en la Grafica 6.1, la hidrélisis espontdnea o saponificacion de triglicéridos, una posible
solubilizacion de CO7 y la hidrélisis enzimatica son fendmenos que se pueden diferenciar al comparar los perfiles de
caida de pH, pero ¢s mas dificil medir cada uno de ellos por separado en un sistema en que ambos fendémenos se
presentan. Con esta diferencia establecida, se procedio a evaluar el efecto del sistema de cultivo sobre la produccion

de enzima, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 6.5.

TABLA 6.5. Efecto del sistema de fermentacion sobre la cantidad de enzima producida,

Sistema de cultivo Actividad (U/mL)
Liquido estatico 4.3902
Liquido agitado 4.0625

Sélido 4,2683

Estos resultados demuestran que no existe una diferencia notoria en la produccion de enzima, por lo cual se opto por

utilizar ¢l método s sencillo para las siguientes fermentaciones, que es el de liquido estdtico.

Evaluacién de los sistemas amortiguadores y efecto de los iones Calt y Mg2+.
Para la medicion de la actividad se requiere de una solucién amortiguadora capaz de mantener el pil del sistema con
variaciones minimas permitiendo sin embargo, una variacién debida a la liberacién de cido butirico por una lipasa.

Para este fin se probaron dos compuestos cuyo valor de pKa se aproxima al valor en que se detecto la actividad, esto
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es cerca de 11.0. Las sustancias probadas son el Tris(hidroximetil)aminometano (pKa = 8.3) y la cisteina, esta ultima

sustancia posee un pKa en ela-amino de 10.8 y de 8.3 en su cadena lateral, lo cual daria un buen poder amortiguador

y la posibilidad de explorar el efecto de los grupos -SH en la actividad de la enzimna.

GRAFICA 6.2. Caida de pH por actividad lipolitica sobre tributirina
_ en diferentes amortiguadores con y sin Ca o Mg a 50°C
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Como se ve en la Grifica 6.2, el comportamiento de la actividad enzimitica en las diferentes soluciones
amortiguadoras es similar, sin embargo la caida de pH en amortiguador de Tris es mas marcada pero no podemos
establecer diferencias sino hasta relacionar las pendientes de estas curvas con las de las curvas patrén mostradas en la
Grifica 6.3. Se obtuvieron los valores de actividad para cada amortiguador y estdn enlistados en la Tabla 6.6.

TABLA 6.6. Efecto del sistema de amortiguamiento y los iones Calt y Mg2+
¢n la actividad lipolitica.

Sol. amortiguadora Actividad (U/mL) % de actividad
Tris 5 mM 17.8492 100.00
Cis S mM 7.5667 42.39
Tris 5mM - Ca 0.5 mM 7.8153 43.78
CisSmM-Ca0.5mM 16.4976 92.43
Tris SmM - Mg 0.5 mM 4.7144 26.41
Cis SmM-Mg 0.5 mM 9.7801 54.79
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En primera instancia podemos observar un efecto marcado en la actividad en el amortiguador de Tris muy por encima
del de cisteina, lo cual podria deberse a una inhibicién de la lipasa por grupos sulfhidrilos. Los grupos aminos no
parecen afectar porque el Tris también los contiene; estructuralinente no se conoce el sitio de afectacién de la
actividad ni el nivel de ésta. La inhibicion podria darse a nivel de sitio activo, sitio estérico o mas general a nivel de

estructura terciaria por modificacion de puentes disulfuro o sulfhidrilos libres,

FIGURA 6.3. Curva patrén de dcido butirico en diferentes soluciones
..amortiguadoras e influencia de los iones CaoMg
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Por otra parte tenemos que el efecto del Ca2* y Mg2* con respecto a Tris, son inhibidores de la actividad enzimatica,
al menos por separado y a la concentracion usada (0.5 mM). El Ca* se puede unir firmemente a proteinas por medio
de grupos nucledfilos como los dtomos de oxigeno o las cargas negativas de los aminodcidos Asp y Glu. Ademas el
Ca2* puede unirse o multiples ligandos, 6 a 8 d&tomos de oxigeno, lo cual puede provocar una interaccion cruzada
dentro de la proteina provocando modificaciones estructurales e incluso agregaciones protéicas. El Mgz* no tiene
afinidad por dtomos de oxigeno no cargados y prefiere formar complejos de coordinacién pequedios y simétricos,
mientras que el Ca®* los puede formar asimétricos y de gran radio. El Ca2* se puede unir a hendiduras irregulares de
las proteinas (Stryer 1988). Todas estas caracteristicas pueden ser las causantes de los efectos regulatorios

observados, y aunque pudiera parecer que el Ca=" debiera ser un regulador mas fuerte por sus caracterfsticas, no
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podemos excluir la posibilidad de que el Mgz'F forme un complejo con la enzima con un mayor efecto inhibitorio. Sin
embargo en el caso de la cisteina la presencia de estos iones mejord la actividad enzimdtica, esto puede ser por la
interaccion entre estos cationes y los grupos sulfhidrilo, reduciendo la accién inhibitoria de estos. Si recordamos que
el pKa de la cadena lateral de la cisteina, esto es ¢l grupo sulfhidrilo, estd por debajo del pH de trabajo entonces
tendremos sulfhidrilos ionizados que perfectamente pueden interaccionar con un cation divalente o monovalente si se
encuentra como MOH", donde M es el metal alcalinotérreo, explicando asf ese aumento de actividad al agregar estos

cationes al amortiguador de cisteina.

Condiciones 6ptimas de medicién de actividad.

Dada la naturaleza del método, la alta temperatura y ¢l pH de trabajo, nos preocupamos por la influencia de la
saponificacion o hidrolisis espontanea de los lipidos en la actividad medida, para lo cual se hizo una prueba de caida
de pH contra tiempo a las condiciones de actividad y comparamos la cafda contra la que se produce en presencia de
enzima y la producida por adicién de dcido butirico en el mismo sistema. Como se muestra en la Grafica 6.4,
nuevamente se ve que ambos fendmenos ocurren simultdneamente y al hacer la curva patrén contra tiempo al mismo
ritmo que se toman las lecturas de calda de pH al determinar actividad enzimatica, el efecto del fenémeno de
hidrolisis espontanea queda considerado y la lectura tomada corresponde sélo a la actividad enzimatica. De todos los
experimentos anteriores se concluyo que es mejor determinar la actividad en un rango de pH de 10 a 11 para tener
una actividad mdxima y mejor linearidad en las curvas recordando que para calcular la actividad se relacionan las
pendientes de la curva de actividad con la curva patron. Esto a su vez dio una idea de en que valor buscar ¢l pH
optimo de actividad mas adelante.

La evaluacion de actividad se hizo a partir de este momento y para toda la caracterizacion en una solucion
amortiguadora de Tris(hidroximetil)aminometano 5.0 mM preparada con agua destilada, a pH de 11.95. A falta de
otros resultados, propios de la caracterizacion, se rabajé a 50°C en presencia de 1% de tributirina emulsificada. La
curva patron mostrada aqui se utilizé para la correccion de los valores iniciales de actividad ya que no se habia
considerado para estos el tiempo. Para los valores de actividad en diferentes amortiguadores no se hizo la correceion

contra la curva patrén en funcién de tiempo. Dado que todas las curvas se trabajaron con adiciones de acido butfrico
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cada 30 segundos con el fin de alcanzar homogeneidad en el medio; esto implica que el error se hace constante y lo

valida para comparacidn porcentual,

GRAFICA 6.4. Curva patroén de dcido butirico contra tiempo, hidrélisis
espontdnea y actividad lipolitica sobre tributirina a 50°C
pH
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La curva patron ileva una adicién de 13.602 gmoi de dcido butirico cada 2 min.

Determinacién de pH optimo de actividad de la enzima en el extracto enzimatico.
La determinacién del pH 6ptimo de la enzima arrojo6 los resultados mostrados en la Tabla 6.7, observando un maximo

en 10.5. Esta tabla se construyd tomando la pendiente en intervalos mas pequefios de pH y mostrando el pH promedio

del intervalo.

TABLA 6.7. Determinacion del pH 6ptimo de la enzima en el extracto enzimatico.

pH % de actividad
11.30 21.02
10.60 83.67
10.50 100.00
10,20 83.67
10.10 64.03
9.80 64.03
9.10 18.62
8.90 18.62
8.60 17.96
8.40 0.00
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En la Grifica 6.5 podemos ver los datos de la Tabla 6.7 generando asi un perfil de actividad contra pH, observando
que el rango de actividad contra pH es un péco estrecho para esta enzima y la actividad varia mucho con respecto a
pequeiios cambios en el pH. Es importante hacer notar que esta enzima también se produce a pH neutro en placa,
presentando actividad a este pH después de varias horas a 50°C, a 37°C ¢ incluso a 5°C. Esto indica que el método de
evaluacion de actividad lipolitica no es lo suficientemente sensible para medir la actividad a pH neutro y como se¢
menciond en el capitulo correspondiente a "Aislamiento selectivo de microorganismos”, el ensayo para detectar la
actividad lipolitica aun tiene muchos problemas por resolver.

De acuerdo al perfil de actividad se puede suponer que los aminodcidos relacionados con actividad tienen grupos
ionizables en valores de pH muy alcalinos, como la tirosina, lisina y/o arginina cuyo pKa aproximado en proteinas es
de 10.0, 10.0 y 12.0 respectivamente, aunque depende de la temperatura, fuerza idnica y microambiente del grupo
ionizable (Stryer 1988). Por otra parte ninguno de estos aminoacidos ha sido reconocido como parte del sitio activo
en lipasas, No obstante, como en el caso de las serinproteasas, se sabe que la presencia de una cavidad oxianidnica,
que consiste en dos grupos amino capaces de estabilizar el oxianién en forma tetraédrica formado por el ataque
nucieofilico de! hidroxilo de la serina reactiva al grupo carbonilo del enlace peptidico o éster en su caso, también estd
involucrada en la reaccidn de hidrolisis (Derewenda y Sharp 1993). La conformacidn de esta cavidad oxianiénica no
esta restringida a los protones de grupos amnino de la serina o glicina del esqueleto de aminodcidos de la proteina, sino
que puede involucrar otros aminoacidos como el grupo amido de la cadena lateral de un residuo de asparagina, e!
cual, por otra parte, no puede formar puentes de hidrégeno en el complejo de Michaelis (enzima-sustrato no
covalente) ni en el intermediario acil-ecnzima (porque el oxigeno no estd cargado en estos momentos) pero si cuando
existe la unién covalente entre la enzima y el grupo carbonilo y se encuentran en configuracién tetraédrica (Kraut
1977). Dado el valor de pH al que se pierde actividad, se podria pensar cn un grupo sulfhidrilo proveniente de cisteina
(pKa aproximado en proteinas de 8.5) involucrado en la actividad enzimética, perdiendo actividad al protonarse este

sulthidrilo en pH por debajo de su pKa.
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Determinacion de la temperatura 6ptima de actividad de la enzima en el extracto enzimatico.

En la Tabla 6.8 estan los resultados de actividad enzimdtica a diferentes temperaturas, leida contra curvas patron de
4cido butirico a la misma temperatura. Como es notorio, esta enzima muestra termoactividad e incluso podria ser
activa a mayores temperaturas pero el rango confiable para la lectura con el potencidmetro no es tan alto, Se puede

ver ademds que hacia temperaturas menores de 50°C la caida de actividad en mds marcada que hacia mayores, por lo

cual se puede suponer que la actividad 6ptima esta entre 50 y 60°C.

TABLA 6.8, Efecto de 1a temperatura en la actividad lipolitica del extracto enzimitico.

Temperatura (°C) | Actividad (U/mL)| % de actividad
40 4.7905 88.52
50 54116 100,00
60 5.1291 94.78
70 42776 79.04
80 4.1098 75.94

Actividad de la enzima frente a varios sustratos,

L.a actividad frente a distintos triglicéridos se determiné con el mismo método, a 50°C y pH entre 100 y 11.0, y se

compard en todos los casos contra la curva patrén de dcido butirico ya que no se tenfan los 4cidos grasos libres y

puros de todos los triglicéridos. Los resultados estan en la Tubla 6.9.
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TABLA 6.9. Actividad lipolitica con respecto a distintos sustratos.

Sustrato % de actividad
Tributirina 100.00
Tricaprilina 20.01

Trioleina 18.31

Aceite de maiz 17.29
Aceite de oliva 15.25
Aceite de girasol 17.00

Es notorio que la capacidad hidrolitica aumenta al disminuir la longitud de la cadena del 4cido graso, pero aumenta
dramaticamente al tener un Acido graso de cadena muy corta (tributirina, C4), mientras en cadenas un poco més
largas (tricaprilina, C8) la actividad cae bruscamente. En sustancias con alto contenido de triacilgliceroles como los
aceites de maiz, girasol y oliva, en los que la composicidn no es homogénea y predominan los de cadena larga

(Nawar 1985), la actividad nuevamente baja.

Actividad residual por incubacion de la enzima a 50°C y pH de 10.5.

La actividad residual se determin6 a 50°C y pH de 10.5 por ser éstas las condiciones dptimas de actividad de la
enzima. La actividad se pierde a los 45 minutos de iniciado el ensayo, que por su naturaleza (larga duracién en
tiempo) no puede evaluar puntos intermedios en esos 45 minutos. En un segundo intento, se evalud la actividad
residual a pH de 8.5 y 50°C, gencrando los resultados de la Tabla 6.10 y Grafica 6.6. Estos datos muestran que la
actividad disminuye despues de 20 minutos, aunque inicialmente aumenta. Los ligeros repuntes que s¢ aprecian,
posiblemente se deban en cierta medida al método de medicion o bien a cambios estructurales de estructura terciaria
o incluso secundaria con pocas modificaciones del sitio catalitico, como se ha visto para la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Bacillus stearathermophilus, cuya estructura secundaria puede modificarse antes de la destruccion
del sitio catalitico (Amelunxen y col. 1970), un cambio similar ocurre en la glutamino sintetasa de 5.

stearothermophilus por abajo de su temperatura de inactivacion, siendo un ejemplo muy claro de cambios

estructurales que producen rompimientos en el grafico de Arrhenius (Matsunaga y Nosoh 1974),
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TABLA 6.10. Actividad residual por incubacion de la enzima a 50°C y pH de 8.5.

Tiempo (min) % de actividad

0 100.00

20 117.96

35 88.37

50 70.26

75 71.35
100 67.75
130 62.24

GRAFICA 6.6, Actividad residual por incubacion del extracto
_emzimdticoa 50°Cy pH8.5
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Caracteristicas cinéticas de la actividad enzimitica.
Se determinaron los pardmetros cinéticos utilizando un modeio de Michaclis-Menten, obteniendo los datos de la
Tabla 6.11 y Grifica 6.7. Estos datos se obtuvieron por comparacién contra curvas patrén de dcido butirico en un

sistema de reaccion conteniendo lamisma concentracion de tributirina preparada a partir de la misma emulsién.
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TABLA 6.11, Actividad lipolitica de la enzima de Bacillus sp. GMAL1
con distintas concentraciones de tributirina,

Concentracionde | Actividad (U/mL)
tributirina (%v/v)

1.00 54116

0.60 2.1263

0.20 5.3967

0.16 5.4982

0.10 9.5238

0.06 30.4636

0.02 18.5714

GRAFICA 6.7. Actividad lipolitica de la enzima de Bacillus sp. GMAL1
con distintas concentraciones de sustrato (tributirina)
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Los datos obtenidos no son aplicables al modelo cinético de Michaelis-Menten ya que no presenta un comportamiento
hiperbdlico, mostrando un maximo de actividad en el segundo punto y luego en decremento (Figura 6.7). Como ya se
dijo, las lipasas catalizan la hidrélisis de triglicéridos insolubles en la interfase agua-aceite y por lo mismo la
concentracion de sustrato depende de la concentracion de esta interfase en el sistema. La concentracion depende
entonces del tamafto de particula del sustrato emulsificado y de la consistencia de su tamafo durante ¢l ensayo de
actividad. l.a presencia de emulsificante en el medio puede alterar los parametros cinéticos dado que altera la tension
superficial, modificando el ambiente en que la enzima estd trabajando. Por otro lado cl tamafo de las particulas de

tributirina no se puede controlar con equipo convencional en forma confiable y mucho menos pensar que se van a
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mantener de tamaflo constante en un sistema agitado, cambiando igualmente al modificar o detener la agitacién. El
efecto observado en los datos de la Gréfica 6.7 se ha observado en otras lipasas como la pancredtica porcina. Kwon y
Rhee en 1984 reportaron ¢l mismo efecto para la lipasa dc Candida rugosa. Ellos lo atribuyeron al aumento de
hidrofobicidad del sistema ya que consideraban que la enzima esta expucsta a ambas fases. No obstante en el caso de
la lipasa pancreatica porcina se mantuvo la hidrofobicidad del sistema constante ya que la solubilidad de la tributirina
es de 0.01%, concluyendo que la inhibicidn es resultado de la interaccion entre la tributirina insoluble y la lipasa
(O'Connor y Bailey 1988).

Considerando los datos de la Grafica 6.7 se prepararon diluciones de tributirina dentro del rango en que
aparentemente se presenta linearidad en la curva obtenida, de 0.02 a 0.06% de tributirina, con el objeto de determinar
en esta zona los parametros cinéticos de la enzima al suponer una inhibicién por sustrato. Los resultados obtenidos
estan mostrados cn la Tabla 6.12 y Gréfica 6.8.

TABLA 6.12. Actividad lipolitica de 1a enzima de Baclllus sp. GMA1
con concentraciones de tributiring menores 1 0,06%,

Concentracion de Concentracion de | Actividad (U/mL)

tributirina (%v/v) | tributirina (mol/L)
0.060 6.5270E-3 18.5010
0.040 4.3514E-3 29.7650
0.020 2.1757E-3 62.8265
0.016 1.7405E-3 65.4571
0.012 1.3054E-3 61.0428
0.008 0.8703E-3 58.5827
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GRAFICA 6.8, Actividad lipolitica de la enzima de Bacillus sp. GMAL1
__con concentraciones de tributirina menores a 0.06% (v/v)
Actividad (U/mL)
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Contrario a lo anteriormente visto, en este caso (Grafica 6.8), la concentracion de tributirina si se encuentra por
debajo de su nivel de solubilidad, por lo que aqui si es posible encontrar un efecto de modificacién de la
hidrofobicidad del sistema, principalmente en los dos primeros puntos, los cuales muestran una cafda de actividad
probablemente debida a la inexistencia o minima presencia de la interfase en la que actuan las lipasas. Sin embargo
estos puntos son los tdnicos que se comportan de acuerdo a la cinética de Michaelis-Menten. Nuevamente se
encuentra un efecto de cafda de actividad al elevar la concentracion de tributirina en la emulsién Todas estas
variaciones en la actividad, como ya se menciond anteriormente, pueden deberse a la inestabilidad de las particulas de
tributirina en la fase dispersa (en cuanto a tamafio y numero), lo que impide un control de la concentracion de la
interfase sobre todo a altas teinperaturas y considerando que se estd produciendo un agente surfactante por el pH de
trabajo (butirato de sodio), la interfase puede estar desapareciendo y por tanto alterando la accion de la enzima sobre
esta. En resumen, debido a la naturaleza insoluble del sustrato de las lipasas es muy dificil evaluar sus parametros
cinéticos. Finalmente la hidrdlisis espontanca puede modificar ta constante de reaccion enzimdtica si se considera que
la tributirina a pH 8 y 25°C presenta este fendmeno (O'Connor y Bailey 1988) y si se consideran como equilibrios

simultaneos la constante de reaccion de cada una de estas reacciones esta condicionada por la de la otra. La constante
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de reaccion quimica esta relacionada de manera inversa a la concentracion de sustrato y evidentemente de manera
directa a la concentracién de producto, considerando esto tenemos que la evaluacion de parametros cinéticos de la
enzima esta condicionada a la velocidad de reaccion quimica que depende de la concentracion de sustrato, parametro
que es determinante en la caracterizacion de la enzima. En otras palabras, para evaluar la cinética enzimatica en un
sistema como éste tendriamos que controlar la reaccién quimica, hacerla constante o evaluarla frente a un sustrato
que no presente este comportamiento en las condiciones de reaccién dptimas de la enzima. Los ésteres y tioésteres sin
embargo, se bidrolizan en medios alcalinos acuosos donde el nucledfilo es el ion hidroxilo a temperaturas
moderadamente altas o altas, excepto cuando tienen algin impedimento estérico que impide el ataque de un
nucledfilo (March 1985), pero un compuesto de este tipo dificilmente podria interaccionar con el grupo nuclesfilo de

la enzima (-OH de la serina).

Comparacién de la enzima de Bacillus sp. GMAL1 con otras lipasas termdfilas y alcaléfilas.
En la Tabla 6.13 podemos ver la comparacion de la lipasa de Bacillus sp. GMAL con otras lipasas bacterianas
termofilas y alcalofilas provenientes de microorganismos mesofilos (Pseudomonas fragi) y termofilos.

Tabla 6.13. Comparacion de los valores 6ptimos de temperatura y pH
para algunas enzimas bacterianas termoOfilas y alcaléfilas.

Microorganismo productor de la lipasa | pH optimo | Temperatur Referencia
de actividad | a optima
&)

Bacillus sp. GMA| 10.5 50-60 Este trabajo.
Bacillus sp. CT42 *8.0 *45 Gowland y col. (1987)
Bacillus sp. MC 7 8.5 60 Emanuilova y col. (1993)
Pseudomonas aeruginosa IGB 83 10.0 50 Palmeros y col. (1994)
P. nitroreducens var. thermotolerans 9.5 50 Watanabe y col, (1977)
Pseudomonas fragi 9.5 75-80 Watanabe y col. (1977)

* No necesariamente ¢l Optimo.

Desgraciadamente no se consideran los mismos parametros de caracterizacion en todos los trabajos mencionados en
la Tabla 6.13. No obstante podemos ver que si bien no es la de mayor temperatura, si es la de pHl mas extremo. Esta
caracteristica la hace de interds tanto para investigacion como para detergentes, industriales o de uso en el hogar, muy

. e . - . n . . N
alcalinos. Si bien es cierto que el Ca=* y el Mg?-+ inhiben esta lipasa, también es cierto que se pueden acompaniar de
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ablandadores de agua para evitar este problema. Tiene la ventaja de ser termoactiva, lo cual le permitiria trabajar en

procesos a altas temperaturas para hacer una limpieza mas eficiente.

71



CAPITULO 7.

CONCLUSIONES.

-E| microorganismo aislado pertenece al género Bacillus, es terméfilo, no ha sido descrito previamente y produce

lipasa activa a altas temperaturas.

-La lipasa de Bacillus sp. GMAL es terméfila y alcalofila, presentando maximos en 50°C y pH=10.5.

-La actividad de la lipasa de Bacillus sp. GMALI es inhibida por iones Ca** y Mg?*, lo mismo ocurre en presencia de

grupos sulfhidrilo libres,

-L.a actividad de la lipasa de Bacillus sp. GMA disminuye sensiblemente al actuar sobre triacilgliceroles de cadena

larga.

-Laa vida media de la enzima en las condiciones dptimas de actividad es menor a 45 minutos, a 50°C y pH 8.5, es

mayor a 3 horas.

-L.a caracterizacion cinética de la enzima no se pudo realizar debido a que el sustrato de estas es insoluble en agua.

-La lipasa de Bacillus sp. GMALI parece estar sujeta al fenémeno de inhibicién por sustrato.

-l.os objetivos planteados se cubrieron totalmente, aunque quedan muchos aspectos no estudiados, como el

funcionamienio y la eficiencia del dispositivo de aislamiento usado.
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CAPITULOS,

RECOMENDACIONES.

-Purificar la lipasa de Bacillus sp. GMA| y caracterizarla con respecto a los pardmetros aqui ensayados.

-Hacer curvas de estabilidad a pH y temperatura con la enzima pura,

-Caracterizar bioquimicamente a Bacillus sp. GMA1.

-Revisar otras caracteristicas de Bacillus sp. GMA| que podrian ser de interés industrial, como su proteasa y xilanasa.

-Analizar 1a enzima de Bacillus sp. GMA1 con técnicas moleculares con el fin de establecer correlaciones entre sus

caracterfsticas y su estructura para, cventualinente, contribuir a generar herramientas que permitan mejorar otras

enzimas, impartiéndoles a éstas termofilia y/o alcalofilia.

-Mejorar los rendimientos por manipulacion de medios de cultivo, temperatura, pH, mutagénesis clasica o utilizando

otro sistema de expresion.

-Evaluar otras caracteristicas de esta lipasa como su regioselectividad o enantioselectividad. Del mismo modo evaluar

su comportamiento en solventes organicos.
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