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1. RESUMEN

El poliuretano (PU) es un polimero artificial desarrollado en 1937, que hasta el dia
de hoy es ampliamente utilizado en la fabricacion de accesorios para la industria
automotriz, materiales de construccion y muchos otros sectores industriales. La
produccion masiva de PU ha traido consigo la generacion de grandes cantidades
de desechos para los cuales no existen métodos eficientes de reciclaje o
eliminacion. Una alternativa para solucionar este problema es la implementacion
de métodos de biodegradacion, que son llevados a cabo por organismos vivos o
sus enzimas. En este sentido, un primer paso en el desarrollo de estos procesos es
la identificacion y caracterizacion de los microorganismos capaces de utilizar el PU
como fuente de carbono y/o nitrégeno, lo cual implicaria que poseen la capacidad
de atacar algunos de sus enlaces y por lo tanto llevar a cabo parte de su proceso
de degradacion.

En este trabajo se realiz6 la caracterizacion del crecimiento de dos cepas
bacterianas (BQ1 y BQ8) capaces de crecer en PU, asi como de las actividades
enzimaticas relacionadas con dicha capacidad. La secuenciacién del gen del rDNA
16S de estas cepas indicd que ambas pertenecen al género Alicycliphilus.

La busqueda de posibles actividades de esterasa asociadas a la membrana
externa reveld que estas cepas bacterianas producen dos proteinas con
actividades esterasa diferentes, dependiendo de la concentracion de PU en el
medio de cultivo. La primer actividad purificada e identificada es una esterasa de
19 kDa que se encuentra cuando se cultivan en Hydroform al 8.3%; dicha enzima
ha sido identificada por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS-MS) como una proteina de la familia de las fasinas. La
segunda enzima purificada es una esterasa de 55 kDa que se encuentra cuando se
cultiva en 1% de Hydroform. Las pruebas de degradacion /in vitro realizadas
mostraron que solo la actividad de 55 kDa es capaz de generar cambios en la

superficie de PU sdlido.



2. ANTECEDENTES

2.1. Poliuretano

El desarrollo tecnoldgico del sigo XX trajo consigo el inicio de tendencias nuevas
que cambiarian por completo el ritmo y la forma de la vida humana. Dentro de
estos grandes avances destaca la invencién del poliuretano (PU). Otto Bayer
(1902-1982) desarrolld el proceso de polimerizacién de polioles con diisocianatos
para formar PU. La idea basica fue documentada en marzo de 1937 y esta
relacionada con la ramificaciéon de productos hechos de 1,6-diisocianatao de
hexano (HDI) registrado en la patente alemana DRP-728981 como “Un proceso
para la produccién de poliuretanos y poliureas” en noviembre de 1937. El PU es
un polimero que se sintetiza mediante la reaccién de condensacién entre los
grupos oxhidrilo de moléculas de polioles y el grupo isocianato de moléculas de
diisocianatos generando enlaces carbamato (uretano). Los polioles empleados
pueden ser de dos tipos: poliol-poliéster o poliol-poliéter, generando poliuretanos
poliéster (PU-PS) o poliuretanos poliéter (PU-PE).

Los usos que tienen los diferentes tipos de PU varian de acuerdo a las
caracteristicas fisicas que poseen, las cuales dependen de las materias primas que
se emplean y las condiciones a las que se lleva a cabo el proceso de sintesis. La
produccion de polimeros de uretano de alto peso molecular a partir de
monomeros liquidos transcurre generalmente a temperatura ambiente, dando
lugar a productos que van desde redes entrecruzadas hasta fibras lineales y
elastdmeros (Kirk-Othmer, 1987). Dentro de la gama de PUs se encuentran los de
baja densidad, que se emplean como “esponjas” y materiales amortiguadores; de
alta densidad, que se utilizan en el campo de la construccién; y liquidos,
principalmente usados como pinturas y recubrimientos. El PU de baja densidad se
obtiene generando diéxido de carbono durante el proceso de sintesis mediante la
adicion de agua, que reacciona con parte del diisocianato. Mientras que el PU de
alta densidad se obtiene empleando diisocianatos con grupos aromaticos o
polioles ramificados (Kirk-Othmer, 1987). La versatilidad del PU ha tenido un gran
impacto a nivel mundial, ya que en muchos casos se ha logrado sustituir la
madera o el metal por PUs facilmente moldeables y de bajo costo, propiciando un

uso mas eficiente y moderado de los recursos naturales.



A pesar de las ventajas ambientales mencionadas, la generacion de este
tipo de materiales que facilitan la vida humana trae consigo nuevas
complicaciones, ya que en términos de la generacion de desechos la mayoria del
PU no se recicla y mucho menos se destruye a corto plazo. Esto es un aspecto
preocupante dada la contaminacion que el PU genera, ya que tan solo en los
ultimos afios su demanda ha aumentado de 35 a 38 millones de toneladas en
2015 y 2016, respectivamente (PlasticsEurope 2017-2018).

Para enfrentar este problema, se han desarrollado métodos de reciclado
quimico o quimidlisis, mediante los cuales el PU de alto peso molecular es
degradado a sus componentes quimicos, obteniéndose materiales que pueden ser
re-usados para fabricar PU nuevo con las propiedades y funcionalidad del original
(Stone et al,, 2000; Neuray et al., 2000). Entre estos métodos esta la hidrdlisis, en
el que la espuma de PU se hace reaccionar con agua bajo presion y temperatura
elevadas. Este proceso genera los polioles originales junto con diaminas.
Posteriormente, estos componentes son separados para permitir su
reprocesamiento y reuso. Los polioles también pueden ser usados como
combustibles y las aminas para producir otras materias primas para produccion de
PU (You et al, 1997). La pirdlisis emplea un ambiente libre de oxigeno a altas
temperaturas para degradar el PU y otros plasticos en gases, aceites y solidos.
Hidrogenacién es un proceso de pirdlisis mejorado que permite la obtencion de
gases puros y aceites a través de una combinacion de calor, presion e hidrdégeno.
Este método requiere resolver dos aspectos importantes: la pureza de los gases y
aceites derivados de la pirdlisis e hidrogenacién y los costos asociados al proceso
de los productos finales funcionales (Weigand et al, 1993). Otras aplicaciones
incluyen la obtencién de PU en hojuelas para su uso en derrames quimicos, o la
glicdlisis, que es la reaccion de PU con dioles o con 4,4-metilen-bis-
(fenildiisocianato) (MDI) a temperaturas por arriba de 200 °C, reaccion para la
produccion de materiales de recubrimiento (Stone et al, 1995; Naber et al.,
1995).

Dadas las ventajas que brinda el PU a la vida humana y el problema de la
disposicion de los desechos que genera, se han buscado soluciones que procuren

un equilibrio entre los costos y los beneficios que el PU aporta. Dentro de las
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alternativas que se han explorado estan la produccion de PUs biodegradables y la
biodegradacién de los existentes. Ambas son estrategias que no sustituyen una a
la otra, ni a las tecnologias ya existentes para el reciclado del PU y que deben ser
contempladas como paralelas, dado que el estudio de la biodegradacion de los
PUs existentes puede dar una vision clara de los mecanismos a emplear en el
proceso de fabricacion de los nuevos (Kroesen et al., 1992). Intentos recientes por
generar PU biodegradable contrastan con aquellos orientados a obtener materiales
con menor vulnerabilidad a la biodegradacién y aunque el fin es distinto, los
estudios han ayudado a determinar algunos procesos relacionados con la
biodegradacién de un material inicialmente considerado no biodegradable (Lee et
al., 2002; Anderson et al., 1998).

2.2. Polimeros biodegradables

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres biodegradables que poseen
propiedades termo-plasticas similares a las de los plasticos comerciales, por lo que
han atraido considerablemente el interés académico e industrial durante las
Ultimas dos décadas (Madison y Huisman, 1999). Estos plasticos son sintetizados
por diversas bacterias como una estrategia de almacenamiento de nutrientes
(Cornibert y Marchessault. 1975), estas bacterias transforman dichos nutrientes
solubles en polimeros que son insolubles, evitando el exceso de agua intracelular
manteniendo asi la presion osmética (Jendrossek, 2002). El PHA producido por la
mayoria de bacterias es el poli-(3-hidroxibutirato) (PHB), que actualmente se
comercializa bajo la marca de BIOPOL. Ademas de éste, se han identificado
alrededor de 150 acidos hidroalcanoicos diferentes como constituyentes de los
PHA (Kim y Lenz, 2001; Steinblichel y Hein; 2001).

Los PHA forman granulos dentro de la célula bacteriana, la cual emplea un
sistema conformado de tres tipos de proteinas para su utilizacién: una polimerasa
que emplea hidroxiacidos de bajo peso molecular como sustratos para la
formacién de poliésteres (Qun-Ren et al, 2005); un grupo de proteinas de la
familia de las fasinas (PFF), que presentan diferentes funciones, y una PHA-
despolimerasa con actividad esterasa de tipo serina-hidrolasa, capaz de degradar

poliésteres, la cual se encarga de la degradacion del granulo (Shimao, 2001).



Las PFF son proteinas de baja masa molecular que participan en la sintesis
de PHA (Pieper-Flrst et al, 1995; Steinbichel et al, 1995; Wieczorek et al.,
1995). Se han propuesto tres mecanismos de accion diferentes para las PFF.
Primero, pueden promover la produccion de PHA mediante su unién a los
granulos, aumentando su tamafio. Segundo, pueden incrementar la tasa de
sintesis de PHA por la interaccion directa con la polimerasa de PHA (Wieczorek et
al, 1995). Tercero, pueden promover la sintesis de PHA indirectamente
previniendo defectos de crecimiento asociados con la unidon de otras proteinas
celulares a los granulos (Maehara et al, 1999). También han sido propuestas
como proteinas de almacenamiento (McCool y Cannon, 1999), un papel que
también podria afectar la sintesis de PHA.

En los estudios acerca de la despolimerizacion de PHA se ha encontrado
que existe degradacion intra- y extracelular (Jendrossek, 2002). La degradacion
intracelular se refiere a la movilizacion (hidrdlisis) del polimero por la misma
bacteria. En el caso de la degradacion extracelular, el PHA es utilizado por medio
de PHA-despolimerasas extracelulares que son secretadas por los
microorganismos degradadores de PHA, empleando como fuente de PHA los
granulos que liberan las células muertas (Mayer et al., 1996, Steinbiichel et al.,
1995).

2.3. Degradacion microbiana de poliuretano

Aungue de manera general los plasticos no son biodegradables han aparecido
trabajos que reportan la biodegradacién de PU describiendo una mayor
susceptibilidad de los PU-PS que de los PU-PE (Darby y Kaplan, 1968). Esta
vulnerabilidad de los PU-PS al ataque microbiano esta relacionada con la
capacidad de algunos microorganismos para degradar poliésteres naturales como
los PHA (Jendrossek, 2002) o diversos substratos con grupos éster.

En nuestro laboratorio se inicid un proyecto en el que se planted estudiar
los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en la biodegradacion del
PU. Inicialmente, Carrillo-Garcia (2004) logré aislar dos cepas bacterianas del
género Acinetobacter sp. capaces de crecer en un medio mineral con un barniz de

PU-PS (Hydroform) como Unica fuente de carbono (MM-PUh). Estas cepas



presentaron actividad esterasa, detectable cuando las bacterias se cultivaron en
sustratos con enlaces éster como el barniz Hydroform o en Tween 80.

Posteriormente, se aislaron y caracterizaron otras ocho cepas bacterianas
utilizando el mismo medio, MM-PUh (Oceguera-Cervantes, 2005). La identificacion
por pruebas biogquimicas indicd que cuatro de estas cepas pertenecian a la especie
Ochrobactrum anthropi, tres a la especie Comamonas testosteroni o Pseudomonas
alcaligenes (cepas 1, 5y 8) y una al género Pseudomonas (cepa 7). A pesar de
que algunas cepas fueron identificadas como de una misma especie, éstas
mostraron diferentes morfologias.

Empleando medios de cultivo diferenciales se determinaron los tipos de
actividad(es) enzimatica(s) que pudieran estar relacionadas con la degradacion de
PU. Estas pruebas indicaron que las cepas de la especie O. anthrop/ poseen
actividad de ureasa, las de la especie C testosteroni o P. alcaligenes presentaron
actividad de esterasa y la cepa Pseudomonas sp. esterasa y proteasa (Oceguera-
Cervantes, 2005).

Las cepas de C. testosteroni o P. alcaligenes presentaron un crecimiento
diez veces mas alto en MM-PUh que las otras cepas aisladas, por lo que se
continud con su estudio. Las cepas 1 y 8 presentaron actividad esterasa en el
sobrenadante del medio de cultivo después de 10 h de incubacién en MM-PUh,
mientras que la cepa 5 no presentd actividad en el sobrenadante. El efecto que
producen las cepas 1 y 8 sobre el Hydroform se determind después de cinco dias
de incubacién. Un analisis por cromatografia de gases- espectrometria de masas
(GC-MS) mostré que en las primeras horas de cultivo ambas cepas consumen M
metilpirrolidona (NMP), compuesto presente en el Hydroform. Por andlisis de
infrarrojo (IR) del sdlido residual de Hydroform, se determind que la cepa 1 es
capaz de hidrolizar los enlaces éster del PU mientras que la cepa 8 no produce
cambios detectables por este método.

Al respecto de la biodegradacion de PU, existe una gran cantidad de
reportes acerca de diversas bacterias y hongos que tienen la capacidad de
degradar PU. La Tabla 1 muestra algunos de los reportes de bacterias capaces de

atacar al PU y las actividades enzimaticas relacionadas con su degradacion.



Tabla 1. Bacterias capaces de degradar poliéster-poliuretano
(PS-PU) y actividades relacionadas con esta capacidad.

Bacteria

Actividad enzimatica identificada

Referencia

Corynebacterium sp
Comamonas acidovorans TB35
Pseudomonas chlororaphis

Pseudomonas fluorescens
Comamonas acidovorans TB35

Bacillus subtilis
Paenibacillus amylolyticus
Rhodococcus equi TB-60
Bacillus pumilus
Arthrobacter sp. AF11y
Corynebacterium sp.
Alicycliphilus sp. BQ1
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa MZA-85
Pseudomonas putida
Bacillus safensis

Pseudomonas protegens Pf-5

Esterasa
Esterasa (asociada a membarana)
Estersa, proteasa

Esterasa, Proteasa
Esterasa (estracelular)

Esterasa y proteasa
Esterasa y proteasa
Uretanasa

Lipasa
Esterasa

Esterasa
Esterasa
Esterasa
Esterasa
Esterasa

Esterasa

Kay et al., 1991
Akutzu et al, 1998
Ruiz et al., 1999

Ruiz et al.,1999

Akutzu et al.,, 1998; Allen et al.,
1999

Rowe et al., 2002
Teeraphatpornchai et a/, 2003
Akutzu et al., 2006

Nair et al., 2007

Shah et al., 2007

Oceguera-Cervantes et al., 2007
Mukherjee et al., 2010

Shah et al., 2013

Peng et al 2014

Nakkabi et al., 2015

Hung et al.,, 2016




2.4. Actividades enzimaticas asociadas a la degradacion de poliuretano

El proceso de degradacion microbiana de PU puede ser analizado desde dos
puntos de vista: la degradacién de los enlaces uretano y la degradacion de los
segmentos poliol. Sin embargo, la degradacion del poliol depende de la estructura
quimica de los segmentos de éste, ya sea de tipo poliéster o poliéter (Darby y
Kaplan 1968). Dada la estructura del PS-PU, se ha propuesto que las actividades
enzimaticas que podrian actuar sobre los diferentes enlaces del PU serian de tipo
proteasa, ureasa y esterasa (Nakajima-Kambe et al, 1999). La hidrdlisis del
enlace uretano se debe a una enzima de tipo esterasa, pero esta hidrolisis sélo es
observada en componentes de baja masa molecular y aunque existen reportes de
degradacién de enlaces uretano en PU, no es claro si éstos son hidrolizados
cuando aun forman parte del polimero o sobre compuestos de bajo peso
molecular generados por un paso de hidrdlisis previo sobre la fraccién del poliol
(Matzumura et al,, 1985; Marty y Vouges 1987; Pohlenz et al., 1992; Owen et al.,
1996; Ohshiro et al., 1997).

Darby y Kaplan (1968) reportaron algunas especies flngicas involucradas
en la degradaciéon de PU, pero fueron Pathirana y Seal (1983) quienes
determinaron las actividades involucradas en la degradacidon microbiana del
polimero. Ellos reportaron actividades de tipo proteasa en especies de
Chaetomium globosum, Gliocladium roseum y Penicillium citrinum, aunque no se
tienen informes de purificacion de estas enzimas, ni de la determinacion de sus
propiedades bioquimicas o moleculares.

Santerre et al. (1994) describieron a partir de un estudio de mejoramiento
de poliuretano con fines médicos, que enzimas hidroliticas tales como la papaina o
la colesterol-esterasa eran capaces de atacar al PU in vitro, pero que este ataque
no era considerable. Howard y Blake (1998) fueron los primeros en identificar una
actividad extracelular de tipo proteasa en P. fluorescens y posteriormente Ruiz y
Howard (1999) describieron sus caracteristicas a partir de la enzima purificada.
Mas tarde Ruiz et al. (1999) reportan una actividad proteasa en P. chlororaphis,
aungue no se ha descrito su purificacion. Pathirana y Seal (1983) detectaron

actividades de tipo ureasa presentes en la degradacién de PU por hongos. Akutsu-



Shigeno y colaboradores (2006) demostraron que existen enzimas con actividad
amidasa/esterasa con capacidad de hidrolizar enlaces uretano en compuestos de
bajo peso molecular como tolueno-2,4-acido carbamico dibutil ester, diamino
tolueno. Un estudio posterior demostrd que también este tipo de enzimas fungicas
son capaces de degradar el PU, pero hasta ahora no se ha reportado su
purificacion (Santerre et al., 1994).

Debido a que la proporcién de enlaces de tipo éster es de un milldon por
cada enlace de tipo uretano en el PU-PS, algunos autores han nombrado a la
fraccidén poliéster del PU-PS “la fraccién suave”. Dado que el enlace éster es el
sustrato especifico de las esterasas, es mas frecuente encontrar microorganismos
productores de esterasas con capacidad degradadora de PU que microorganismos
que producen proteasas y/o ureasas que ataquen los enlaces uretano.

Se ha reportado la purificacion de dos actividades enzimaticas de tipo
esterasa provenientes de Comamonas acidovorans TB35 (Shigeno-Akutsu et al,
1999): una extracelular y otra asociada a la membrana. Se ha demostrado la
capacidad de la enzima asociada a membrana de hidrolizar los enlaces éster
presentes en el PU-PS, incluso cuando la enzima se produce de manera
recombinante. La pérdida de peso de cubos de PU-PS incubados con la enzima de
membrana, fue diez veces mayor (1.3 mg) que la generada con la enzima
extracelular (0.1 mg) (Nakajima-Kambe et a/, 1999). Se ha determinado que
ambas enzimas atacan la porcién éster del PU. Sin embargo, la esterasa unida a la
membrana es capaz de atacar los enlaces éster dentro de la molécula de PU,
mientras que la esterasa extracelular ataca los enlaces éster de la materia prima
en la molécula de poli-adipato de polietilenglicol, y en menor proporcién cuando
éste se ha polimerizado (Akutsu et al., 1998). Al clonar el gen que codifica a la
enzima asociada a membrana y expresar la proteina recombinante en Escherichia
coli se observd también la presencia de la enzima extracelular, lo cual indica que
ambas enzimas provienen del mismo gen, sélo que la extracelular se libera al
medio de cultivo debido a alguna modificacién postraduccional desconocida aun
(Shigeno-Akutsu et al., 1999).

También se ha reportado la purificacion de una esterasa y una proteasa

extracelulares de P. chlororaphis (Ruiz et al, 1999), una lipasa extracelular de
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Bacillus subtilis (Rowe y Howard, 2002), una proteasa de P. fluorescens (Howard y
Blake, 1998) y una esterasa de C. acidovorans (Allen et al.,, 1999). Cada una de
estas actividades se clasific6 como poliuretanasa ya que, al incubar las
preparaciones enzimaticas en una placa con medio sélido que contenia el barniz
Impranil DLN (dispersidon acuosa de PS-PU), se observd un halo claro alrededor de
la zona donde se depositd la enzima, cuando la caja se tefia con azul de

Coomassie lo cual implica la degradacion del PU.
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3. HIPOTESIS

Dado que las cepas bacterianas BQ1 y BQ8 son capaces de crecer en un medio
mineral con un barniz de PU poliéster (Hydroform) (MM-PUh) como Unica fuente
de carbono, generar cambios en las propiedades del poliuretano y expresar una
actividad de esterasa en presencia del mismo, se propone que esta actividad esta

relacionada con la degradacion del PU.
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4. OBJETIVOS

- Identificar por técnicas moleculares, la especie a la que pertenecen las
cepas BQ1 y BQ8.

- Caracterizar el crecimiento de BQ1 y BQ8 a largo plazo en MM-PUh.

- Determinar el efecto que tiene el crecimiento de las cepas BQ1 y BQ8 sobre
Hydroform solido.

- Detectar la posible presencia de una actividad esterasa asociada a la
membrana, en ambas cepas.

- Purificar las actividades enzimaticas de tipo esterasa encontradas.

- Determinar el efecto que tienen las actividades esterasa purificadas sobre

Hydroform solido in vitro.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Detectar la
posible
presencia de
una actividad
asociada a
membrana en

BQ1 y BQ8.
e

Determinar si
existen cambios en
el Hydroform sélido

al exponerse a MM-
PUh inoculado con

BQ1 y BQS.

N !

Purificar las
actividades
enzimaticas
encontradas.

1]

con las

enzimaticas.

Montar ensayos de
degradacion de
Hydroform solido
enzimatica /n vitro

preparaciones

Caracterizar el
crecimiento en
MM-PUh a largo
plazo de BQ1ly
BQS.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Identificacion por secuenciacion de rDNA 16S

Se aislo el DNA cromosomal de las cepas bacterianas BQ1 y BQ8 empleando el
siguiente método. Cada una de las cepas se sembrd en una caja Petri con medio
Luria Bertani (LB) (Anexo). Después de incubarlas durante 48 h a 37 °C, se tomo
una muestra de bacterias del tamano de un grano de arroz y se depositd en un
tubo con 500 L de amortiguador Tris-EDTA (TE) estéril (Anexo). Se adicionaron
20 pL de solucion de lisozima (L7001 Sigma-Aldrich) [20 pg=pL1] y se incubd a 37
OC durante 15 min. Se adicionaron 8 L de solucidn de proteinasa K (P2308-25MG
Sigma-Aldrich) [10 pg=pL'] y 16 pyL de RNAasa (10109169001 Roche Applied
Science) [10 pg=uL1]. Los tubos se agitaron y se incubaron a 65 °C durante 1 h.
Se adicionaron 120 pL de solucion SDS al 10% (p/v) y se incubd nuevamente a 65
OC durante 10 min. Se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente, se
les adicionaron 600 pL de mezcla de fenol-cloroformo (25:24) y se agitaron
vigorosamente hasta obtener una emulsion. Se centrifugaron a 20,800 x g durante
10 min, obteniéndose tres fases. Se recuperd la fase superior (fase acuosa) y se
colocd en un tubo nuevo. A ésta se le adiciond 1 mL de etanol absoluto frio (-20
oC) y se agitd suavemente. Se centrifugd durante 10 min a 10,600 x g, se retird el
sobrenadante y el precipitado se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez
seco, se resuspendié en 50 pL de agua desionizada estéril y se congel6 a -20 °C
(Lawson, 1993).

Debido a que las preparaciones de DNA obtenidas presentaron
contaminacién por polisacaridos, se adaptaron los siguientes pasos al método
anterior. Después de la incubacién con SDS al 10% se ajustd el volumen a 600 uL
con amortiguador TE y se adicionaron 110.7 pyL de NaCl 5 M y 88.5 pL de solucién
de bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB)/NaCl [10% (p/v)/0.7 M], se agitd y se
incubd a 65 °C por 10 min (Ausubel, 1994). Terminada la incubacidn se continud
con el paso de adicién de fenol-cloroformo, siguiendo con el protocolo original.
Para comprobar la pureza del DNA extraido se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% (p/v) y se determind la relacion de Absorbancia
(Abs)260nm/Abs2gonm Y AbSasonm/Abs23onm. Se  determind su  concentracion

considerando que una unidad de Abszeonm equivale a 50 ug=mL! de DNA.
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El DNA obtenido se utilizd para realizar la amplificacion por PCR de un
fragmento del gen del rDNA 16S (correspondiente a la posicién 750 del gen de £
coli), usando los cebadores cercanos a los extremos 3’ y 5’ de dicho fragmento pA
(5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3) 'y pH  (5’AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3")
respectivamente. Se secuencid directamente una cadena del producto de este PCR

utilizando un secuenciador automatico de DNA (ABI Prism 3100 genetic analyzer;

Foster City, CA) y empleando los cebadores gamma
(5'ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG3'), pD* (5'GTATTACCGCGGCTGCTG3),
ANTIgamma (5'CTCCTACGGGAGGCAGCAGT3') y ANTIKK

(5'CGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT3"). La identificacion se baso en la comparacion de
las secuencias obtenidas con las secuencias parciales de este gen reportadas en el
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), empleando el algoritmo BLAST. Las
secuencias se alinearon usando el editor de alineamiento de secuencias BioEdit y
se revisaron visualmente. Este analisis fue llevado a cabo por la estudiante de
doctorado Sandra Bolafios bajo la direccion de la Dra. Carmen Wacher, del
Departamento de Alimentos, Facultad de Quimica, UNAM.

6.2. Caracterizacion del crecimiento bacteriano a largo plazo

Se inoculd una colonia en 5 mL de medio LB y se incubd durante 12 ha 37 °Cy
200 rpm. Concluido este tiempo, se midié la densidad déptica a 660 nm (DOssonm)
del cultivo y se re-inoculd en 5 mL de medio LB con una DOesonm inicial de 0.1.
Este cultivo se incubd a 37 °C y 200 rpm hasta llegar a un valor de DOssonm de 0.8.
Una vez alcanzada esta condicion se re-inoculé en 50 mL de medio minimo al 1%
(10.5 mg=mL) (que equivale a 0.3% de sdlidos) de Hydroform como Unica fuente
de carbono (MM-PUh) (Anexo), a una DOssonm inicial de 0.02. Hydroform es un
barniz de PU base agua con 30% de sodlidos (p/v), que se usa para el
recubrimiento de superficies de madera.

Para la cuantificacién del crecimiento bacteriano se prepararon cultivos en
MM-PUh por triplicado y se les midio la DOssonm durante cinco dias. Se observo
que a partir de las 16 h de incubacién ocurrié un cambio en la morfologia del
cultivo ya que las células se agregaron, por lo que el valor de DOssonm disminuyo
hasta cero transcurridos cuatro dias. Por lo tanto, fue necesario determinar el

crecimiento por cuantificacion del peso himedo durante cinco dias de incubacion.
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Para ello se prepararon 200 mL de MM-PUh en las condiciones mencionadas
anteriormente. El cultivo se repartié en 30 tubos de ensayo de 16 x 150 mm,
colocando 5 mL de MM-PUh inoculado en cada tubo. Los tubos se mantuvieron en
incubacion a 37 °C y 200 rpm durante seis dias, tiempo durante el cual se midi6 el
peso humedo cada 6 y 12 h. La medicion se realizd centrifugando el contenido de
cada tubo a 5,000 x g durante 5 min, se elimind el sobrenadante y se midio el
peso de la pastilla formada. Cada medicidon se realizd por triplicado. Los
parametros del crecimiento en Hydroform (u y Ks) de BQ1 y BQ8 se determinaron
variando la concentracién del mismo en MM-PUh de 10.5 a 105 mg=mL!. Para la
construccion del grafico de Monod, se emplearon los valores de peso himedo
medido en la fase exponencial de crecimiento (0 a 12 h de incubacion).

6.3. Determinacion de los efectos bacterianos sobre Hydroform sdlido

Se prepararon laminas de Hydroform colocando una capa de 3 mm de éste en una
caja Petri y se secd en estufa a 65 °C durante 3 dias. Una vez que estuvo
completamente seco se formd una pelicula sélida de aproximadamente 1 mm de
espesor que se cortd en laminas de 1 x 2 cm. Se adicionaron cinco laminas a MM-
PUh inoculado con cada una de las cepas y a un matraz con medio sin inocular.
Estos matraces se incubaron a 37 °C con agitacion a 200 rpm durante 15 dias.
Transcurrido dicho tiempo, se recuperaron las laminas, se lavaron con agua
desionizada y se analizaron por microscopia electronica de barrido (SEM) usando
un microscopio JEOL 5900 LB a 500 aumentos.

6.4. Deteccion de la actividad de esterasa asociada a membrana y
seleccion del detergente adecuado para su extraccion

A partir de cultivos con 16 h de incubacion se obtuvieron células por
centrifugacion a 5000 x g durante 5 min. Se colocaron 50 mg de células en un
tubo Eppendorff y se resuspendieron en 1 mL de solucion amortiguadora de
fosfatos 20 mM, pH 7 con una cantidad de veinte veces la concentracién miscelar
critica (CMC) de cada detergente utilizado. Se agitd vigorosamente durante 1 h, se
centrifugd a 20,800 x g durante 10 min y se midi6 actividad de esterasa en el
sobrenadante, empleando el método del para-nitrofenilacetato (p-NPA) (Anexo)
(Desphande et al., 1984) (todos los pasos de extraccion se realizaron a 4 °C). Los

detergentes utilizados y sus concentraciones (% p/v) fueron: Zwittergent 3-12
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(0.22), Octil-a-D-glucésido (14.6), Tritdn X-100 (0.4), Deoxicolato de sodio (0.42),
Tween80 (0.04), Digitonina (0.4 (seleccionado arbitrariamente)), n-Dodecil-B-D-
maltdsido (0.1) y n-Octil-B-D-glucdsido (14.6).

6.5. Medicion de la actividad de esterasa asociada a membrana durante
el crecimiento en MM-PUh

Se inocularon 400 mL de cultivo MM-PUh con las bacterias BQ1 y BQ8 con las
condiciones de cultivo mencionadas en el punto 6.2., excepto que la concentracion
de Hydroform empleada cambié de 1% a 8.3% (87.15 mg=mL1') 6 2.5% de
sdlidos. Esta condicion de cultivo se eligidé con base en la determinacion de
parametros de crecimiento, pues en ella se observd una mayor velocidad de
crecimiento que en 1% de Hydroform. Este cultivo se repartié en matraces de 125
mL colocando 30 mL en cada uno. Estos cultivos se incubaron a 37 °C y 200 rpm
durante 140 h. Periddicamente se extrajo un matraz por cada cepa y el contenido
se centrifugd a 5,000 x g durante 5 min, se desecho el sobrenadante (SN) y se
peso la pastilla. La pastilla se resuspendid en solucion amortiguadora de fosfato de
potasio 20 mM pH 7 con 0.22% de Zwittergent 3-12 (solucidén de extraccion), en
una proporcioén de 1 mL de solucion de extraccion por cada 50 mg de células. La
pastilla se agitd en vortex durante una hora, se centrifugd a 20,800 x g por 10 min
y se colectd la fraccidon liquida. En esta fraccion se midid la actividad esterasa
empleando el método del p-NPA (Anexo). Ademas, cada extracto se analizd por
zimografia para actividad de esterasa (Seccion 6.7). Todo el procedimiento se
realizd por triplicado para cada uno de los diez puntos obtenidos a través del
tiempo.

6.6. Deteccion de la actividad de esterasa por zimografia

Después de separar el extracto proteico obtenido de la membrana por tratamiento
con detergente en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE),
éste se lavd en una solucion de Tritdn X-100 al 2.5% durante 30 min, se enjuagd
durante 1 min en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7 y posteriormente se
agregd butirato de metilumbeliferona (MUF-butyrate), el cual es sustrato de
esterasas. Este se prepard en solucion stock 50 mM en dimetilsulféxido (DMSO).
Al momento de usarse se diluyd en amortiguador de fosfatos 50 mM para tener

una concentracién final de 1.6 mM. El gel se expuso a luz ultravioleta (UV) un
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minuto después de haber adicionado el sustrato, donde se observé fluorescencia
de las bandas de proteinas con actividad de esterasa (Diaz et al. 1999). Se empled
como control positivo en cada gel, una lipasa de Pseudomonas fluorescens
(Sigma).

6.7. Purificacion de la actividad de esterasa asociada a membrana a
partir de bacterias cultivadas en MM-PUh, al 8.3% de Hydroform

A partir de 4.2 L de MM-PUh al 8.3% de Hydroform se obtuvieron 23 g de células
por centrifugacion a 5,000 x g, las cuales se resuspendieron en 460 mL de
solucién amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7 con Zwittergent 3-12 al
0.22% (solucién de extraccién) y se agitaron en vortex durante 1 h. La suspensién
se filtr6 con membrana de 0.22 um de corte y se centrifugd a 20,800 x g durante
10 min. La pastilla formada se desechd y el SN fue dializado durante 12 h con
solucion amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7, en bolsas de didlisis
con corte de 6 kDa para retirar el detergente (extracto crudo). El extracto crudo
se llevo al 50% de saturacidon de (NH4)2S04, se agitd por 30 min y se centrifugd a
7,000 x g durante 10 min. La pastilla obtenida se resuspendié en solucion
amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM pH 7 con (NH4)2SO4 al 12.5% (500
mM). Esta solucidon se fracciond por cromatografia de interaccién hidrofdbica
empleando la resina Phenyl Sepharose CL-4B (P7892-10ML Sigma-Aldrich). Se
utilizaron 20 mL de resina, la cual previamente se habia lavado con agua destilada
y equilibrado con una soluciéon de fosfato de potasio 20 mM, pH 7 al 12.5% de
saturacion de (NH4)2SO4. La mezcla se agitd suavemente en un agitador giratorio
durante 10 min, se centrifugd a 5,000 x g durante 5 min y se retird la fase liquida
(fraccion no unida). La resina se eluyd usando un gradiente de detergente
Zwittergent 3-12 en amortiguador de fosfato de potasio 20 mM pH 7. El gradiente
de detergente fue de 0 a 0.4% en incrementos de 0.01% en la concentracion de
detergente. Se agregaron 20 mL de la solucion con 0.01% de detergente, se agitd
suavemente durante 10 min y se centrifugd a 5,000 x g durante 5 min y se retird
la fase liquida (primera fraccion de elucién). El procedimiento se repitié agregando
en orden consecutivo en concentracion de detergente las soluciones preparadas,
obteniéndose 40 fracciones de elucién. A todas las fracciones se les midio

actividad de esterasa empleando el método del p-NPA. La fraccidbn con mayor
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actividad de esterasa obtenida de la cromatografia anterior se separd mediante la
resina de intercambio anidnico Q-Fast flow (Amersham Biosciences ABS-751 82).
Se emplearon 10 mL de esta resina previamente lavada con 100 mL de agua
destilada, regenerada con 100 mL KCl 1 M, nuevamente lavada con 100 mL de
agua y finalmente equilibrada con solucién amortiguadora de fosfatos 20 mM pH
7.

Una vez cargada la muestra de 20 mL se agitd suavemente durante 10 min,
se centrifugd a 5,000 X g durante 5 min y se retird la fase liquida. La resina se
eluyo con un gradiente de fosfato de potasio de 0.02 a 1 M, aplicado en 20 pasos
con incrementos de 50 mM entre cada fraccion. Cada paso de elucién se realizd
agregando 15 mL de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7, se centrifugd a 5,000
X g durante 5 min, se separo6 la fase liquida obteniendo la fraccion de elucidon uno;
nuevamente se agregaron 15 mL de amortiguador de fosfatos ahora a una
concentracion 100 mM, pH 7 y se repitid la centrifugacion. Esta secuencia se
repitid6 aumentando la concentracion en 50 mM cada vez, hasta alcanzar 0.95 M.
Después de haber eluido con el gradiente de fosfatos se agregaron 15 mL de
solucion de KCl 1 M para eluir por completo la resina obteniéndose veintiln
fracciones en total.

A todas las fracciones se les midid la actividad de esterasa empleando el
método de p-NPA. La fraccidn con mayor actividad de esterasa (fraccién 5) se
almacend a =70 °C. La pureza de la preparacion de enzima se verificO con una
SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie y la identificacion de la banda de
proteina con actividad de esterasa se realizd mediante zimografia para esterasa
(Seccion 6.6).

6.8. Identificacion de la proteina con actividad esterasa purificada a
partir de bacterias cultivadas en MM-PUh al 8.3% de Hydroform

A partir del SDS-PAGE mediante el cual se analizd la Ultima fraccion del proceso de
purificacion, se cortaron las bandas de 19 kDa correspondientes a la proteina con
actividad de esterasa de cada cepa y se enviaron a identificacion por
cromatografia de liquidos y espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS). La
secuenciacion fue realizada por el Dr. Guillermo Mendoza Hernandez (Facultad de

Medicina, UNAM).
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6.9. Exposicion de laminas de Hydroform sdlido a la actividad de
esterasa de bacterias cultivadas en MM-PUh al 8.3% (v/v) de Hydroform
Se prepararon laminas de Hydroform como se describié en la seccion 6.3. A partir
de la pelicula formada se recortaron piezas de 0.5 x 0.5 cm con grosor
aproximado de 0.5 mm. Se introdujeron tres de estas laminas en un tubo
eppendorf con 500 pL de extracto crudo que contenia Zwittergent 3-12 y otras
tres laminas en otro tubo que contenia extracto crudo al cual se le habia retirado
el Zwittergent 3-12 por didlisis. Estos tubos se incubaron a 37 °C con agitacién a
200 rpm durante 15 dias. El extracto crudo en ambos casos, se renové cada 24 h
a partir de alicuotas del mismo que se mantuvieron congeladas a =70 °C hasta el
momento de su uso. Como control, se introdujeron tres laminas en amortiguador
de fosfatos 20 mM, pH 7 con y sin Zwittergent 3-12 al 0.22% y se incubaron bajo
las mismas condiciones. Transcurrido dicho tiempo, se recuperaron las laminas, se
lavaron con agua desionizada y se analizaron por SEM con un microscopio JEOL
5900 LB a 10,000 aumentos. También, se adicionaron tres laminas de Hydroform
a MM-PUh al 8.3% (v/v) de Hydroform inoculado con cada una de las cepas a un
matraz con medio sin inocular. Las laminas fueron extraidas y analizadas por MEB
después de 15 dias de incubacién a 37 °C con agitacion de 200 rpm.

6.10. Purificacion de la actividad esterasa asociada a membrana a partir
de bacterias cultivadas en MM-PUh, al 1% de Hydroform

A partir de 8 L de MM-PUh con 0.3% de Hydroform (10.5 mg=mL) se obtuvieron
12 g de células por centrifugacién a 5,000 x g, las cuales se resuspendieron en
240 mL de solucién amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7, con
Zwittergent 3-12 al 0.22% (solucién de extraccion) y se agitaron en vortex
durante 1 h. La suspension se filtrd a través de una membrana de 0.22 pm de
corte y se centrifugd a 20,800 x g durante 10 min.

La pastilla formada se desechd y el sobrenadante se dializ6 durante 12 h
con solucion amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7, en bolsas de
dialisis con corte de 6 kDa para retirar el detergente (extracto crudo). El extracto
crudo se separd por cromatografia de interaccion hidrofdbica eluida en un solo
paso de (NH4)2S0a4. Para esta cromatografia se emplearon 10 mL de resina Phenyl

Sepharose CL-4B, los cuales se empacaron en una columna de 2.5 cm de didmetro
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X 2.5 cm de alto. La columna previamente se habia lavado con 100 mL de agua
desionizada para eliminar el etanol y posteriormente se equilibré con solucion
amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7 al 12.5% de saturacion de
(NH4)2S04 (solucion de equilibrio). El extracto crudo se llevd al 12.5% de
(NH4)2SO4 y se pasd por la columna, obteniéndose la fraccidon no unida. La
columna se lavé con 100 mL de solucién de equilibrio obteniéndose la fraccion de
lavado. La fraccion unida se eluyd de la resina con 50 mL de solucién
amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH7, sin (NH4)2S04 (solucion de
elucion). De estas tres fracciones se tomd la fraccidn no unida, ya que en ella se
detectd la actividad esterasa y se separd usando una cromatografia de
intercambio anidnico eluida por adicion de KCl 1 M. Para esta cromatografia se
emplearon 10 mL de resina catidnica (Q-Fast Flow), los cuales se empacaron en
una columna de 2.5 cm de diametro x 2.5 cm de alto. La columna previamente se
lavd con 100 mL de agua desionizada para eliminar el etanol y posteriormente se
lavd con 100 mL de solucion amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7
con KCI 1 M (solucién de elucion II). La resina se volvio a lavar con 100 mL de
agua desionizada y posteriormente se equilibré con 100 mL de solucion
amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7 (solucién de equilibrio II). La
fraccién no unida de la cromatografia de interaccion hidrofdbica se pasd por la
columna de Q-Fast Flow, obteniéndose la fraccién no unida. La columna se lavo
con 100 mL de solucién de equilibrio II obteniéndose la fraccién de lavado. La
fraccion unida se eluyé de la resina con 50 mL de solucién de elucion II. La
fraccion unida a la columna de Q-Fast Flow se separé nuevamente por
cromatografia de intercambio anidnico eluida con gradiente de fosfato de potasio.
Para esta cromatografia se empleé una columna pre-empacada Mono-Q 10/10,
equilibrada con solucién amortiguadora de fosfatos 20 mM, pH 7. Se desechd la
fraccién no unida y se eluyd a 0.5 mL'min! con un gradiente de fosfato de potasio
de 20 a 500 mM. Las fracciones con mayor cantidad de proteina se desalaron con
Centricon con corte de 10 kDa y se analizaron por zimografia para detectar

actividad de esterasa.
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6.11. Determinacion del efecto sobre Hydroform sdlido de la esterasa de
55 kDa purificada a partir de bacterias cultivadas en MM-PUh al 1% de
Hydroform

Para esta prueba se emplearon laminas preparadas en la misma forma que se
menciond en la Seccidon 6.9. Se introdujeron tres de estas laminas en tubos
eppendorf con 40 L de la preparacion enzimatica de cada cepa obtenida en el
ultimo paso de purificacion la cual contenia 0.22 y 0.23 U de actividad de esterasa
medidas con el método de p-NPA, correspondientes a las bacterias BQ1 y BQ8
respectivamente. Estos tubos se incubaron a 37 °C con agitacion a 200 rpm
durante 10 dias. La preparacion enzimatica fue renovada cada 24 h a partir de
alicuotas de la fraccion original que se mantuvieron congeladas a —70 °C hasta el
momento de su uso. Como control, se introdujeron tres laminas en amortiguador
de fosfatos 20 mM, pH 7 y se incubaron bajo las mismas condiciones. Transcurrido
este tiempo, se recuperaron las laminas, se lavaron con agua desionizada y se

analizaron por MEB usando un microscopio JEOL 5900 LB a 10,000 aumentos.
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7. RESULTADOS
7.1. Identificacion de las bacterias BQ1 y BQ8

De acuerdo con la caracterizacidon bioquimica realizada previamente empleando el
sistema de clasificacion API2ONE, las dos cepas bacterianas (BQ1 y BQ8) aisladas
en un medio minimo con un barniz de PU Hydroform como Unica fuente de
carbono (MM-PUh) fueron identificadas como Comamonas tetosteroni (Oceguera
Cervantes, 2005), especie perteneciente a la familia Comamonadaceae. Sin
embargo, aunque ambas cepas fueron positivas para las pruebas de reduccion de
nitratos, asimilacion de acido adipico, malico y actividad de citocromo oxidasa,
mostraron diferencias en la prueba de arginina hidrolasa, que fue positiva para
BQ1 y negativa para BQ8, y en la prueba de asimilacion de gluconato de potasio
en la que la cepa BQ1 fue negativa y la BQ8 positiva.

Para tener una identificacion mas precisa de estas dos cepas, en este
trabajo se llevo a cabo el analisis de la secuencia parcial del gen del rDNA 16S de
BQ1 y BQ8 encontrando que pertenecen al género Alicycljphilus. Las secuencias
parciales de los dos genes de las cepas BQl y BQ8 fueron depositadas en el
GenBank con los nimeros de acceso EF463077 y EF463078, respectivamente. El
género Alicycliphilus esta estrechamente relacionado con los géneros Acidovoraxy
Comamonas, todos pertenecientes a la familia Comamonadaceae, en el grupo de
las B-proteobacterias. Las secuencias del rDNA 16S de BQ1 y BQ8 presentaron
100 y 99% de identidad respectivamente con Alicycliphilus sp. cepa R-24611
(GenBank accession no. AM084014), la cual fue aislada de lodo activado y
cultivada en medio con etanol y succinato como fuente de carbono y con nitrato
como fuente de nitrogeno (Heylen et al., 2006). Ademas, presentaron 99 y 98%
de identidad respectivamente, con la cepa K601, que corresponde a la especie
Alicycliphilus denitrificans (GenBank accession no. AJ418042), la cual es la especie
de referencia con la que se nombro a este nuevo género de bacterias (Mechichi et
al., 2003).
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7.2. Caracterizacion del crecimiento a largo plazo

En un primer estudio se midid el crecimiento de BQ1 y BQ8 en MM-PUh por
D.O.ssonm durante 20 h de incubacién y también se observd que el Hydroform
presente en el cultivo inoculado con estas cepas sufri6 cambios en sus
propiedades después de 5 dias de incubacidon (Oceguera Cervantes, 2005). Por lo
tanto, en este estudio se decidi® determinar el crecimiento bacteriano en este
periodo de tiempo, observandose una fase exponencial de4a 12y de 6 a 14 h de
incubacion para BQ1 y BQS8 respectivamente, alcanzando valores maximos de
D.O.ssonm de 1.0 y 0.71, respectivamente. Después de estos tiempos, los valores
de D.O.ssonm cOmenzaron a descender sin que se observara una fase de
crecimiento estacionaria. Este descenso continué hasta llegar a un valor de
densidad éptica de cero a los cuatro dias de incubacién (Figura 1). Se observo que
simultaneamente con la disminucion de D.O.ssonm Se inicid una formacion de
agregados celulares, por lo que se decidié determinar el crecimiento midiendo el
peso humedo de la biomasa bacteriana. Esta determinacion mostré una fase
exponencial entre 4 y 12 h y fase estacionaria a partir de alrededor de 60 h,
alcanzandose un crecimiento maximo después de 100 h de 17.8 £0.6 y 14.0 £0.6

mg=mL! para BQ1 y BQ8, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Cinética de crecimiento de Alicycliphilus sp. BQl y BQ8
durante cinco dias de cultivo en medio MM-PUh con 10.5 mgsmL™! (1%)
de Hydroform. Medicién del crecimiento por densidad oéptica a 660
nm de cepas BQ1(0) y BQ8(e) y por peso humedo cepas BQl(O) vy
BQO8 (M) . Cada punto representa el promedio de tres repeticiones vy
las barras la desviacidén estéandar.
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7.3. Determinacion de parametros de crecimiento en MM-PUh

La dependencia del crecimiento bacteriano con respecto a la concentracién de
Hydroform (de 10.2 a 105 mg=mL! o de 1 a 10%) mostrd un patrén hiperbdlico
(Figura 2). El cdlculo de los valores de pmax fue de 3.94 £0.2 y 4.55 +£0.6 h'ly de
Ks de 16.9 £3.5 y 27.7 £1.9 mg=mL para BQ1 y BQ8, respectivamente. Las As
mostraron diferencias significativas (P = 0.05), lo cual sugiere una mejor
utilizacién del Hydroform por BQ1, ya que alcanza velocidades de crecimiento

mayores a concentraciones mas bajas.
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Figura 2. Dependencia del crecimiento de Alicycliphilus sp. BQl y
BQ8 de la concentracién de Hydroform. Se emplearon concentraciones
de Hydroform de 10.5 a 105 mge*mL™* (1 a 10%) como unica fuente de
carbono. La grafica de Monod se construydé con los valores de peso
himedo de la fase exponencial de 0 a 12 h de las cepas BQl(O) vy
BQO8 (M) . Cada punto representa el promedio de tres repeticiones vy
las barras representan la desviacién estéandar.
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7.4. Determinacion de los efectos bacterianos sobre Hydroform soélido

La determinacion de los efectos de Alicycliphilus sp. sobre Hydroform sdlido es
una de las pruebas mas importantes en este trabajo, pues a pesar de que ya se
demostré que son capaces de alterar las propiedades del Hydroform liquido
(Oceguera Cervantes, 2005), es necesario demostrar que éste es atacado por las
bacterias una vez que se ha polimerizado por completo. Las microfotografias
muestran la formacién de orificios en la superficie de laminas de Hydroform
expuestas durante 15 dias al crecimiento bacteriano en MM-PUh al 1%. En
contraste, las laminas control que se incubaron en MM-PUh sin inocular

conservaron su superficie lisa (Figura 3).
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Figura 3. Micrografia electrénica de Hydroform sélido incubado en
MM-PUh al 1% sin inocular (a), inoculado con BQl (b) y con BQS8
(c). Cada prueba se realizd por triplicado.
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7.5. Deteccion de la actividad de esterasa asociada a membranay
seleccion del detergente adecuado para su extraccion

Se ha reportado que la cepa C. acidovorans TB35 posee una actividad esterasa
asociada a membrana que es capaz de atacar los enlaces éster del PU rigido
(PUR) (Akutsu et al, 1998), y una esterasa extracelular, que solo ataca los
enlaces éster cuando forman parte del poliéster, pero no del PUR (Shigeno-Akutsu
et al, 1999). En un trabajo previo, reportamos la existencia de una actividad
esterasa extracelular en los cultivos de Alicyljphilus sp. (Oceguera Cervantes,
2005). En este trabajo exploramos la posibilidad de que en Alicyljphilus sp. cepas
BQ1 y BQ8, también exista una actividad esterasa asociada a membrana que
pudiera ser la responsable del ataque al PU sdlido y generar los cambios descritos
anteriormente. Asi, células de BQ1l y BQ8 se sometieron a un tratamiento de
extraccion de proteinas de membrana, en el que se probaron ocho detergentes
diferentes esperando obtener la posible actividad de esterasa asociada a
membrana. La actividad de esterasa fue medida por el método de p-NPA en la

solucién de detergente después de tratar las células (Figura 4).
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Figura 4. Actividad esterasa asociada a membrana extraida con ocho
detergentes diferentes de Alicycliphilus sp. cepas BQl (Cepa 1) y
BQ8 (Cepa 8).
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En el andlisis electroforético de las proteinas extraidas empleando los
diferentes detergentes se observd que Zwittergent 3-12 fue el que logré extraer
mayor cantidad de proteina (Figura 5) y al mismo tiempo una mayor actividad de
esterasa por volumen de extracto (0.042 y 0.026 U'mL! para BQ1l y BQS8
respectivamente) (Figura 4). El tratamiento con Deoxicolato de sodio fue el
segundo mejor, obteniendo actividades de 0.022 y 0.015 U mL, para BQ1 y BQ8
respectivamente. Con los demas detergentes se obtuvieron resultados muy

similares entre si, presentando actividad esterasa por debajo de las 0.01 U'mLL,
MM 1
BQ1 ‘

BQs |
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Figura 5. SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie del extracto
proteico de membranas obtenido con cada detergente, de
Alicycliphilus sp. BQl y BQ8. MM (Marcador de Masa molecular), 1
(Zwittergent 3-12), 2 (Octil-oa-D-glucdsido), 3 (Tritdén X-100), 4
(Deoxicolato de sodio), 5 (Tween80), 6 (Digitonina), 7 (n-Dodecil-
B-D-maltésido) y 8 (n-Octil-p-D-glucdsido). En cada carril se
cargaron 25 puL de extracto.
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7.6. Medicion de la actividad de esterasa asociada a membrana durante
el crecimiento en MM-PUh

Previamente se observd la aparicion de una actividad esterasa extracelular en
cultivos de BQ1 y BQ8 después de 12 h de incubacion, la cual permanecié durante
120 h de cultivo (Oceguera Cervantes, 2005). En este trabajo se midio la actividad
esterasa asociada a membrana a lo largo del mismo tiempo de cultivo (120 h).
Esta determinacién se realizd en cultivos de Alicycliphilus sp. BQ1 y BQ8 en MM-
PUh con una concentracion de Hydroform de 8.3% (87.15 mg=mL™). Esta mayor
concentracion de PU se eligid con base en los parametros de crecimiento, pues se
observd una mayor velocidad de crecimiento y una mayor produccidon de biomasa
al 8.3 que al 1% de Hydroform. La medicion de la actividad esterasa asociada a
membrana, extraida con el tratamiento con Zwittergent 3-12, mostré que esta
presente desde el tiempo cero (9.96 y 8.35 nmol=min-tsmL! para BQl y BQ8
respectivamente) e incrementa después de 6 h, llegando a un maximo entre las
18 y 48 h de cultivo (38.3 y 49.7 nmol'min‘lsmL! para BQ1 y BQ8,
respectivamente). Posteriormente disminuye abruptamente para llegar casi a cero
a las 63 h de incubacion (Figura 6a y 6b). Ambas cepas fueron capaces de
sostener su crecimiento por mas de 120 h presentando una maxima produccion de
biomasa después de las 44 h de incubaciéon (74 y 68 mg-mL! para BQ1 y BQ8
respectivamente). El crecimiento en la fase estacionaria es coincidente con la
caida de la actividad (Figuras 6a y 6b) y con un cambio en la organizacién celular,

que es la formacién de agregados.
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Figura 6. Crecimiento (J) de Alicyliphilus sp. BQl(a) y BQ8(b) y
actividad de &esterasa asociada a membrana (0) en MM-PUh
conteniendo 8.3% (87.15 mgsmL!) de Hydroform. Cada valor de
crecimiento representa el promedio de tres repeticiones, las
barras indican la desviacién estédndar. La actividad esterasa se
midié por el método de (p-NPA).
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7.7. Deteccion de la actividad esterasa por zimografia

La actividad esterasa de membrana de Alicycliphilus sp. BQ1 y BQS8 cultivadas en
Hydroform 8.3% fue analizada a través del tiempo de cultivo empleando
zimografia. Con este ensayo se detectd en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) una sola banda de 19 kDa con actividad
esterasa (Figura 7). Al igual que cuando se midid la actividad
espectrofotométricamente con pNPA (Figura 6a y 6b), en la zimografia se observd
que después de las 44 h de incubacién la sefial de proteina con actividad esterasa
desaparecid, quedando solo un remanente a las 63 h. Esto confirma que el cambio

en la actividad esterasa medida con el método de p-NPA es verdadero (Figura 7).
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Figura 7. Zimogramas de la actividad esterasa asociada a membrana
de Alicycliphilus sp. BQl y BQ8 a diferentes horas de cultivo en
Hydroform 8.3%. C+, control positivo, 0.5 U de lipasa de
Pseudomonas fluorescens.
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7.8. Purificacion de la actividad de esterasa asociada a membrana de
Alicycliphilus sp. BQ1 y BQ8 cultivadas en Hydroform 8.3%

La purificaciéon se llevo a cabo con los extractos membranales de ambas cepas,
obtenidos empleanado Zwitergent 3-12 y posteriormente una precipitacién con
(NH4)2S04 de 0 a 50% de saturacion, en la que se observd una gran pérdida de la
actividad total, recuperandose solo el 30% de la actividad esterasa inicial.
Posteriormente se realizaron dos cromatografias, una de interaccion hidrofobica
empleando Phenyl Sepharose CL-4B con un gradiente de elucidon de detergente y
posteriormente una de intercambio anionico Q-Fast Flow, en la cual se usd un
gradiente de elucion de fosfatos. El analisis de la purificacién (Tabla 2) muestran
que en ambos pasos de cromatografia se pierde una gran cantidad de proteina,
teniendo un rendimiento final de actividad de 0.207 y 0.203% para BQ1 y BQS8,
respectivamente. Ademas, se observd un incremento muy pobre de la actividad
especifica, lo cual indica que los métodos empleados poseen baja selectividad por

la proteina de interés.

Tabla 2. Purificacién de las esterasas asociadas a membrana de las
cepas BQl y BQ8 cultivadas en MM-PUh con 8.3% de Hydroform. Las
mediciones de actividad se realizaron por el método de p-NPA.

Volumen Proteina Actividad g%g’éﬂﬁ:i Veces de | Rendimiento
(mL) (mg) total (V) (U'mg) purificacion (%)
Extracto crudo 1518 2015 74.5 0.037 1 100
Precipitacion
s con NH4(SOu)2 200 506 22.35 0.044 1.2 30
Phenyl
Sepharose 20 15.18 1.82 0.12 3.2 2.4
Q-Fast Flow 15 1.21 0.154 0.127 3.4 0.21
Extracto crudo 1130 1476 72.5 0.049 1 100
Precipitacion 200 370 21.75 0.059 1.2 30
BQ8 | Phenyl
Sepharose 20 25.9 1.761 0.068 1.4 2.4
Q-Fast Flow 15 2.04 0.147 0.072 1.5 0.2

Con estos tres pasos de purificacion se logré obtener una fraccion que al
analizarse por un SDS-PAGE mostro siete bandas, de las cuales, la banda de 19
kDa correspondia a un 40% de la proteina total de cada fraccion. Empleando un
zimograma se confirmé que la banda de 19 kDa presentd la actividad esterasa
(Figura 8), previamente detectada en los extractos iniciales de proteinas de

membrana.
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Figura 8. SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie (izquierdo) vy
previamente revelado con MUF-butirato para 1la deteccién de
actividad de esterasa (derecho). Se empled la fraccidédn eludia de
la resina Q-Fastflow a 250 mM de fosfato de potasio (fraccién 5)
cargando 20 pg de proteina en cada carril.

7.9. Identificacion de la actividad de esterasa purificada de Alicycliphilus
sp. BQ1 y BQ8 cultivadas en MM-PUh al 8.3% de Hydroform

El método de cromatografia de liquidos acoplada a espectroscopia de masas en
tandem (LC-MS-MS) mostrd que las bandas con actividad esterasa de 19 kDa
correspondian, tanto para BQ1l como para BQ8, a tres proteinas. Este andlisis
indicd que estas proteinas son homdlogos a una superdxido dismutasa, una
proteina de la familia de las fasinas, ambas de Acidovorax sp. 1542, y a un factor
de reciclaje del ribosoma de C. testosteroni KF-11. Debido a que las tres proteinas
detectadas en la banda son de ubicacion intracelular, es probable que durante el
proceso de extraccion de proteinas de membrana con detergente existiera ruptura
de las células. Ademas, esto muestra que la banda obtenida al final de la

purificacién no corresponde a una proteina pura.
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7.10. Determinacion de los efectos bacterianos y enzimaticos sobre
Hydroform sélido en MM-PUh al 8.3%

Los ensayos de degradacién /in vitro de laminas de PU solido expuesto a la
actividad bacteriana y enzimatica purificada se llevaron a cabo exponiendo laminas
de Hydroform al medio de cultivo durante cinco dias y en un ensayo adicional se
también se expusieron laminas de Hydroform nuevas al extracto de la purificacion
enzimatica a partir de cultivos en MM-PUh al 8.3% de Hydroform. Las fotografias
de microscopia electronica mostraron que no hubo cambios en la superficie del

polimero que pudieran indicar degradacion (datos no mostrados).

7.11. Purificacion de la actividad de esterasa asociada a membrana, a
partir de Alicycliphilus sp. BQ1 y BQ8 cultivadas en MM-PUh al 1% de
Hydroform

Debido que no se observaron actividades bacterianas que indicaran degradacién
del PU sdlido en el cultivo al 8.3% de Hydroform, se decididé volver a utilizar el
medio de cultivo al 1% para tratar de purificar la actividad esterasa de membrana,
ya que bajo estas condiciones si se observaron cambios en la superficie de
laminas de Hydroform sodlido (Ver Resultados seccion 7.4). Para esta purificacion
se elimind el paso de precipitacion con NH4(S04); ya que se perdia un 70% de
actividad esterasa. A partir de la cromatografia de interaccién hidrofébica como
primer paso de purificacién se obtuvieron tres fracciones proteicas (fraccion unida,
fraccién de lavado y fraccion no unida). El analisis de estas fracciones por SDS-
PAGE tefiido con azul de Coomassie mostrd patrones de bandas muy similares
entre la fraccion no unida y la fraccién de lavado, indicando que la fraccién de
lavado corresponde al remanente de proteinas no unidas a la resina. Por otro lado,
se observd un patron de bandas diferente entre la fraccién unida y la no unida,
indicando que hubo una separacion selectiva de proteinas, basada en sus
propiedades hidrofébicas (Figura 9). Antes de realizar la tincién con Coomassie del
SDS-PAGE se realizd el zimograma para actividad esterasa. En el caso de BQ1 se
observd una banda con actividad esterasa de alrededor de 55 kDa en los tres
carriles. Aun cuando la actividad detectada en las fracciones de lavado y unida fue
mucho menor que la detectada en la fraccion no unida. En el zimograma
correspondiente a BQ8 se observd solo una banda con actividad esterasa en la
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fraccion no unida a la resina (Figura 9). Por lo tanto, en ambos casos (BQ1 y BQ8)

se decidio continuar la purificaciéon con la fraccién no unida.

Zimograma Zimograma

Figura 9. SDS-PAGE y zimograma para esterasa de las fracciones
obtenidas de la cromatografia en Phenyl Sepharose. Se usd un gel
de acrilamida al 12%.

La fraccibn no unida del paso de purificacién anterior se separé por
cromatografia de intercambio anidnico empleando la resina Q-Fast Flow. De esta
cromatografia también se obtuvieron tres fracciones (fraccion no unida, de lavado
y unida) que se analizaron por SDS-PAGE. La tincion con azul de Coomassie
mostré que, a diferencia de la cromatografia anterior, se logrd una mejor
separacion proteica, ya que se observd la desaparicion de unas bandas y el
enriquecimiento de otras en cada fraccion. En las fracciones no unida y de lavado
se observaron predominantemente proteinas de entre 50 y 20 kDa, mientras que
en la fraccion unida se observaron una banda de alrededor de 55 y otra de 10
kDa. Nuevamente se observo que la fraccion de lavado correspondié al remanente
de proteinas no unidas (Figura 10). El zimograma de estos geles mostré en ambos
casos (BQ1 y BQ8) que la actividad esterasa se encontraba en la fraccion unida a
la resina, correspondiendo a la banda de 55 kDa enriquecida en dicha fraccién
(Figura 10).
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Figura 10. SDS-PAGE y zimograma para esterasa de 1las fracciones
obtenidas de la cromatografia en Q-Fast flow. Se usé un gel de
acrilamida al 12%.

Finalmente, la fraccion unida a la resina Q-Fast Flow se separd en una
segunda cromatografia de intercambio anionico. En ésta se empled una columna
pre-empacada con la resina Mono-Q 10/10 que se eluyd con gradiente de fosfato
de potasio, obteniéndose 95 fracciones. El cromatograma obtenido mostrd las
primeras sefales de presencia de proteinas a partir de la fraccion 40,
observandose en el cromatograma correspondiente a BQ1 dos sefiales principales
alrededor de la fraccion 73, 74 y finalmente un pico en la fraccién 89. El
cromatograma de BQ8 mostrd gran similitud con el de BQ1, aunque en este caso
la sefial mayor se modificd, observandose sélo un pico en la fraccion 73 (Figura
11). Las fracciones con sefiales correspondientes a los picos mas notables se
analizaron en un SDS-PAGE al que se le realizd un zimograma para esterasa y

finalmente se reveld con plata.
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Figura 11. Cromatograma de la elucién de la columna MonoQ-10/10.

En el caso de BQ1, el revelado con plata del SDS-PAGE mostro la presencia
de tres bandas en la fraccion 73 y una banda en la fraccién 74, el analisis por
zimografia mostrd que la actividad esterasa correspondia a la banda de 55 kDa. El
SDS-PAGE de BQ8 mostro solo una banda en las fracciones 73 y 74, ambas con
actividad esterasa, siendo la sefal de la fraccién 73 mas intensa (Figura 12).

En la Tabla 3 se incluyen los resultados obtenidos en los pasos de
purificacion de la actividad esterasa de membrana de BQ1 y BQ8 cultivadas en
Hydroform 1%. Se observd que al eliminar la precipitacion con sulfato de amonio
se logrd eliminar la pérdida de 70% observada en la purificacién previa. Ademas,
el nuevo paso con la columna MonoQ también ayudd a incrementar de 80 a 100

veces la purificacion.
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BQ) .

Se usbé6 un gel de acrilamida al 12%.

Tabla 3. Purificacién de las esterasas asociadas a membrana de BQl
y BQ8 cultivadas en MM-PUh con 1% de Hydroform.
actividad se realizaron por el método de p-NPA.

Las mediciones de

Volumen | Proteina | Actividad e’iﬁg&%ﬁ% Vep_es qlg Rendimiento

(ml) (mg) total (U) (U-mg) purificacion (%)

Extracto crudo 160 287 9.45 0.03 1 100
Bl Fenil sefarosa 160 193 8.82 0.04 1.4 93.33
Q-Fast Flow 20 43.7 4.21 0.1 3 44.55
Mono-Q 0.5 0.84 2.74 3.26 101.8 28.99
Extracto crudo 150 270 10.85 0.04 1 100
BQS Fenil sefarosa 150 179 9.27 0.05 1.27 85.43
Q-Fast Flow 20 40.5 3.98 0.1 2.4 36.68
Mono-Q 0.5 0.9 3.01 3.3 83.5 27.74
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7.12, Efecto de la esterasa de 50 kDa purificada a partir de bacterias
cultivadas en MM-PUh al 1% de Hydroform sobre laminas de Hydroform
solido

Las pruebas de degradacidon enzimatica /in vitro se realizaron sobre laminas de
Hydroform que se expusieron a la actividad esterasa de 50kDa purificada en las
fracciones obtenidas del ultimo paso de purificacion fracciones 74 y 73 de BQ1 y
BQ8, respectivamente. Después de 10 dias de exposicién a 37 °C y agitacién a
200 rpm, las laminas se analizaron por SEM. Se observo que las laminas control
que sdélo se expusieron a solucidon amortiguadora, presentaron una superficie lisa,
mientras que las que se expusieron a la actividad esterasa purificada, mostraron
una superficie con aspecto aspero, el cual sélo fue posible observar a 10,000

aumentos (Figura 13).

|
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Figura 13. Micrografia electrénica de Hydroform sélido. Incubado
en solucién amortiguadora de fosfato (a), incubado con la esterasa
purificada de BQl (b) y BQ8 (c). Cada prueba se realizd por
triplicado.
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Twn bacierial surains (B0 1 and BOSE) were Isolaed (nm demmposed sofi foam. These were selecied for thelr
mnmmuamm[mubwmmmammmuﬁmmn
(PU) (Hydroform) as the carbon source (WMM-PFUR). Both bacierial sirams were idencified as ipkilus 5p
by comparatye 165 FRNA gene sequence analysis, Growih In MM-PUR showed hyperbolic behavior, with B
producing higher mackmum growih (17.5 = 6 mg - mi—') than BOS (140 = 0.6 mg - mi—") aner 100 b of
culmre. Nuclear magnetic resonance, Fourier rransform infrared (IR) spenroscopy, and gas chromauography-
MAsS SpeCIremetry analyses of Hydroform showed it it was & palyester U rype which also contained
N-methylpyrrolidone (NMP) as an addiive. Abcpoliphiles sp. wilies 5MP during the Ors; suage of growth and
was able 10 use Ip as the soke cartbon and niiregen source, wih cakcnlaed K, values of abour 8§ mg - ml—"
Enrymatic acuivites related w PU degradation (esierase, proiease, and urease scovites) were esied by wsing
diferential media and acoviry as=says In cell-ree supernatanes of baoerial colnres in MA-PFUL Inducton of
esterase activity in inooulaned MM-FUD, but not thar of provease of nrease aciivides, was observed an 12 b oof
culmre. Esterase acoiviry reached s maninyim &t 15 b and was malniimed a0 S% of s maximal acovicy uncil
the end of the analysis (120 hy. The capacity of Alicpcliphilus sp. 1o degrade PU was demonsrated by changes
In the PU IR spectrum and by the numercus holes produced in solid PU shserved by scanning eleciron
microscopy afier baomerial colmre. Chamges (o the PU IR speora Indicate than an esierase acviny Is invlved

In PU degradation.

Pobyurethane (PUy was developed by Ouo Bayer as a sub-
siuie for rubber a1 the beginning of Workd War 11 (1938).
e o s range of propercies, the pobymer is widely wsed. for
example, in liguid coatings and paims, adhesives, sealants,
Aexibde and rigid foams, and claswomers (7). Since U is swch
a versatile polymer, PU production has increased, bun this has
broigghe with iv the problem of safe disposal. Each vear, more
than 5 million was of shredder residue comaining differenm
plastics and LI foams is generancd in the United Saaes and
Canada (6). Several mechanical processes, such as regrinding,
Aexibde foam bonding, adhesive pressing. and compresson
molding, a5 well as chemical wechniques, such as ghyoolysis,
hydbrolysis, pyrobysis, and hydrogenation, are wsed for the re-
covery of the saming maverials or in the production of other
PU oypes (By. Recemly, the development of new stralegies
based om the wilization of hiopolymers such as poly](Fy-hy-
drocyalkanoic acids] (21, the enrymatc polymerteaion of
polyesiers and degradation of PU (Z8), and the discovery of
microorganisms (fungi and bacieria) able w wilize PLU as a
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source of carbon and nirogen (12, 31, 32) is leading vhe move
1o @ greener chemical indusiry.

A number of bacierial serains, such as Conpmebacreriwm sp.,
Pseudommas fuorescens, P chlovoraphis, and Racillus swbilis,
have been repored o grow in PU media supplemenied with
yeast exiract or ghcose (18, 19 20, 22, 35). However, only
Covmammmeas acidovorms TH-35 has the ability w arack solid
U and use it as a carbon source (31). Prowcase, urcase, and
csuerase activities have been associaved with the degradarion of
polyesier PLU by fungi and bacieria (12, 18, 31, 32, 34, 30).
Polvurcthanase prowase aaivities have been repored for
Preudomimar {uoeescess and P chloromphi (19, 36). pn]jrum
thanase lipase acivity has been detomed in Racilles subilis
srains (35), and polyerethanase esierase acuivities have been
reporied for Conmebacierium sp., Comomones eoidovims
TH-35, and P. chipromapkis (20, 22, 30). Membrane-boand es-
terase activity produced by the Cowaemomas ocidmonins TH-35
arain, which is able w anack solid PU (1, 30), is the best
characieried of these.

N-Methylpyrrolidone (MMI"), the lacam of 4-methylamine-
bunyric acid, is an osganic sobvent for namral (wases and resins)
and synthetic (polysiyrene, polyesiers, and pofyvinyl chloride)
polymers. It is chemically siable, and it is used in a variery of
indusirial chemical reacons and in painis, surface coaings,
paint serippers, and cleaners, as well as for the recovery of pure
hydrocarbons in perrochemical processing, desulfurizaion of
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mases, and manufacture of ebectronic cquipment. Tt has been
s as an addivve in the manufacure of PU finishes for the
last 25 years. Addinonally, it & used in agrochemicals, such as
insecricides, fungickdes, herbicides, seed wreammem prodoces,
and bioregulawoes. In has been regarded as having a favorable
tomicodogscal and environmenial profile in comparson W
other, more waic solvenis (5). for which reason it has been
s exensively. However, recent Aindings indicare thar KMP
has aquatc wcity for Daplesis mogea, with a 500 bechal
concenraion at 24 h of 1.23 mg - liwer 7, and only cerin
pesucides have greaser toxicity than this compound (23). KMP
has been repomed o be weravogenic in raws when adminisiered
orally (38) bur noa by inhalaton (16, 25, 37), although a re-
duction in feral weight has been observed o ooour in the
absence of obwvious maternal effecs a1 cemain doses (37, 43). It
has also been correlaned with sillbirth in & woman working in
a laborawry where MMI® was used roaninely (42) and with the
poisoning of an agriculural worker by an insecticide in which
it was a major component (44). Alhosgh NMP was listed in
1904 in the Envirnmemal Proseciion Agency Emergency
Manning and Community Right-wo-Know Acy, secrion 313
(AW 2B} i 14}, as having serious or irreversible chronic health
efecs, it is sill wed broadly. his extensive wse in different
indusirics, its excellent miscibiliny with water and mos organic
sobvems, and its high perommnecus absorprion (4) make e
s of MMP potemially hazardous w0 humans (23). Even
though WMP has been reporied as being biodegradable (3, 10),
there have been no repons on the idemification of microor-
manisms with such a capaciy.

In this paper we describe the isolation and characerizason
of o Alicycliphilus sp. serains feasring wwo remarkable ca-
pacities: to use NMI® a5 a carbon and nitrogen source and 1o
degrade PUF with an eserase activity. We also idenified an
inducible extracellular eswerase actvity which might be respon-
sile for the polyurethanolytic activity.

MATERLILLE ANIF METHDS

Isolaien of bacierial srains able v grew 0 Hydreform as te aly arhon
surce. Sampls of dewerioraied PLU werer colleced [POMm an open-ar reiss
demp (Boedo de Nochbca, Membusindyml, Bdo de Mévim, Midmy The
samples wene lexible PL foam pleces collecied from the ground or dewerioraed
upbnimery. They were ceriad in plaaic bags o te borainny, 20d portons were
Imroduced b 125-mi Frienmeyer Rk oomaining 50 mi mésimal metiom (MB)
a pH T2 jonmprsision In g - Nier ' KHUPO,, 200 B HPO,, 700 KH NO,, LIE
M50, - He0), L1 #nS0y - THD, Gl (uSO, - THAD, 1 o= W%
Fesil, - TR0, (U MasSy, - GH-0, DL0Z) phes. Hydrodomm (105, woliol; 105
mg - ml '} @ the carton source {MM-PUR). Hydroform (PolyForm, Mizioo) is
an aliphmic PU waer-hased coaving simdlar w [mprani DEN (Hayer Cop),
which b heen in mher experimenial work I charanertee podure-
thanalyiic taoesris (2, 19, 20, 35, 36) The inooukned medis were isouhared Ior
5days a TC and a0 N0 rpm. Aliquoss (100 pl) were @ken @ diferent
InCshaion Emes, inooubned dso MB-FLUD 2gar plave, and inoubaed @m 370
Tor &3 b afer which colosies wene aluied and subosiered i the sime meddum
Iz order w ohun menc odmres, sibodmrieg was performed aliemaly
MM-PUD agar asd Luria-Benanl (LB} agar. Haoeril sincks were prepansd b
tyoerol (M%) and sored a0 70N

Idenuificarion of the ixolmed mmins. Haoeril wadns sble o geow in MM-
PUR were characierized ming biochenical iess (MaoUonkey and poan s,
nirmie beoil, Sadmon sl Shipel, cevrimide. sullae. indol-mouliy, moubing-i-
dodornitise, urea, argining, and oxide fzrmesEuon puces medi) {9, 27} and
an AP 20NE e (biohdtricus Gmbi, Neninges, Germany). The mvo baoerial
sralex it skowed the mom growth in MM-FUR were seleoed or siudy and
idemifizd By 165 rRMNA pens sequence compartan. DNA was extraced from
wolonles growing ks LA agar (24), excep tha afer the phesol-chiorolonn 2a-

ALICYCLIFHILUS SP. DEGRAIDES PU AND NMI' 15

wracuion procedure, polpaccharides were simiamed by adding 1107 wlof 5 M
MaCl plues E2.5 pl of ceay (1%, wivnl ) in solutioa
In 0.7 M Na(l The mizmee was shaken tharmughly and incubmed o 65°C oe 10
mia (7). DN A Imegriny wis asabyred by agaree clecroponesis and the amouar
and purity saimaied by sprorophounmery. & fegment of @e 165 rikNA gene
[correspondisg o poslioss 30 10 750 of the Fschencka cob 165 rlMA geas) was
amplificd by PO with t3e following comenved primers cose oo the 37 msd 57
enils of the Iragment, respectively: p [5° AQACTTTTOATOCTOGOTOAD 37
and pH (3" AAGOACCTEATODAGOODEA 3'). A single somsd of the PCR
rroduc was direcly sequenced using 33 amonmic [N sequescer (ARL Prism
100 geneiic amber, Fosier Clty, ©2A) with primers ganma {3 ACTOCTOC
CIIOOTAGHAD 37, p2* (5" GTATTADDGUGGCTGCTG 37), ANTI-
amma (5" CTOCTAGOOACGRCAGUALT 37, and ANTIEK {5 OOTOOCA
CCACNOGOTAAT 7). ldemificaion weee based on pandal sequence
oomparieons. (T2 bp). {losely mawching wquesces wese found In the GenBank
dambor usisg the BLAST algoritha {hupefwwsschi sim sihgov). Sequecs
were albmed using Biokdic ssquence alipament editor and visually Inspecued.
Piplogenssic analyds wis performed using the MECUA peogram, vession 1.1, The
Kimurz ren-pamme er method was wsed 10 cakoubne el disnces, and
dendrmgrams were consnanad aomeding 10 the neighbor-joiniag method. Boo-
surap values were caloubued wing SH) replicies.

Bacierial grewth. A pordon of ghyoercd siock was omulaed o LE agar
Afer T days ol Incubaion m 37, one isolued oolosy was incoalmed imo 5 mi
LA brooh and incubaesd o 3770 s 200 rpm. Afver 1250 5 mil of fresh LB was
Incoulated with celks of s culere 0 reach a8 optical deasity 2n 660 0m (D)
ol 0] The nzw culmere Wi incubsmed a0 37C and 300 rpm for e me nesdsd
n reach exponentiad growth, sppeoxinmety & b This oslmrs was wed 10 sLan
growih i MM-PUR by inocubning [resh medium with the quasdry of cells
nzeded 1o peach an QD of 002 Istubation wes oondered @m 370 and 200
rpim. Simslar culmres were ssiabisied o monlor the increase inwer weight. For
this, 50 ml of MM-PUR isomulued with cells i ghe an Ol of 002 was
Imroduced Bae glass pshes {16 by 150 mmi is S-ml aligeos and incubaied 2
3T and M1 npm. A various Umes over & days, the cosvens of one wbe were

imio & preweighed mhe and cemrfaged au 5000 w0 g for 5 min The wet
weighial e ol pelle: aeack Ume isteral was measured, and ech experizest
wits perionmid in oipbcaie. To deisrmise the d cpesdesce of bad
Hydeolorm concenuraion, m“:ugnudmmmgum
with diferem amcuns of Hydroform (Irom 105 W 105 mg - mi ") were mea-
sured. The growih kinetic paramesers mazimun feowil fLe (pens) 35 K, were
caloulaved Prom e exposcadial phase of growid (Berween O aad 12 hj and 2
Monod plow produced. Cnmwah kinedc p were also ¢ for hac-
1exia geowing in M wih waries concesurions of NP (frem 0% 0 25
mg - ml -} 235 the sole carbon and nhrogen sowrce. All experines wene per-
Tormed in wriplicace, and oomparisos. beove ea mezured values were pesiormed
wsing the Smdent ¢ assL

Eydredorm chasorrimios. The composcas pressat in Hydrolom were
separued by vacuun diullavion. The sysen wee hemed 1o 12070, and ewo liquid
Irandnns, o 30°C and G177, asd 2 reskduasl solid were obuslssd The Bguid
Iraninns were by pas chenmaungraphy coupled 1o 8 mas specieomEry
daiEanr (CC-MS) (HIP GEO sarks mad HIP 5973, respectheely) with 2 5% pheayl
mezthyl sikoane capillary colenn 30 @ by O35 mm by X0 wm). The oves was
hemed Tpom S0NC ao B0 20 H0C - min . Hellon was used 35 the carder gas
2t 2 Now e of 1.6 ml - més ", @sd the injemion woleme was. 1 pl. The pesidusl
solid wirs asalyred by noclear mameokc resomnce (UH WM and "0 MG
(Unhty Inova model, 300 Mib; Variss) s by lafrred speooroscopy (IRS)
{4,000 wy SH om ) in 2 Fowrler tansioem afared (FITR) 1608 Perkin-Elmer

ldenmbcaion of bacnarial seymatic scuvidks relasd o MU degradaien. (1)
Micrabislagical s, Thre: diffesrean microbiological medis were umad oo de-
iermine which encymauc acivil (prEss:, uremse, oF Edenee o) rebed
I PU degradaiion Abcicphier sp. s wers able 0 poduce. To dess
s acviy, the srains weps suboulrsd b YES medium plues {mmpo-
siion in g-ler KHPO, LI KHPO, 0% Mgso, - THO, 0%
Mail, - 48,0, 0001 (ol -2HLOL 14 = 10°% #mdl, 11 x WY
Ol - GHL0, 2w 1007 Kaghlol), - 20, LY = 0% Fell, - H, 75 =
1077, agar, 15; and pelads, 0002 pH 7). Afier 48 h of incshason a 37, the
[plmies were sidnsd with Coomoesde blee B-25) {0U1% b acesic aoid:mathannl
X1, volvod) kr 30 més and washed with sceuic acid:methanol (31, volwd). A
clear, nomeaaised zoae of degmdaion was observed apmesd colosies exhibing
PEciLc actviry {19). To detscl wrease acivity. the =raim were subosiured b
Chrimensen’s urea agar {11} (composiion I g - Ber " wrea, 3% agar, 15 Mail,
5% KHGPOy, T pepumne, 1; glaonse, 1; asd phenol red, .012). Aher 48 b of
Incsbasion @ 37T, a pink cobermica wes observed arcund colonizs showing



6215 OCEGUERACERVANTES ET Al

APPL. EXVIEON. MICROHNE

AMOBANTS Adepckphies sp B 24611
o1

Lt]

AMD3FFIE MDD ap R 24606

TN A n0ez Alcyelobdus dendalcima FEOT
Dz Aloyciokin an B

DEIE2ITT Aliohive ap A0
L AMIR4081 disycdphie s R I6514

T1BEE Acidmvorm delimwg BCT
AFITETES Acdworaxiampeans BCTT
ML D2 27a Ackenay ap BCED
AJAAN3E Comamongs spahcs gl G 27370
AFIIHTT Compmones dendaficans 123
AFZEBE Comtavniass denlnbcam F3

EFD2ERD Comamonis 20 pb

LHDFE0TI Pola proseoDactenm ANRWE §

ni

1w | (ABOEFEEE Poka profecdecioniue ANRER12

& AETOEFIE Acikreorss sp AECCO0R
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imura two-parameter method was used (o caloulale

version 3.1 The

mfen:} of the 165 rRN.ﬂ;

was performed with the MEGA
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n:'q;h.b-ur—j-:i.n.'n; method, Bootstrap walues were cakoulated by using 500 r:plrm.h:-:. Hl.lnher: 21 branching poinls refer to bootstrap values (500

resamplings .

urease acivity, To idemify esicres acubvity, the srales were subouhored b
Twesn 30 agar (41) {composhios in g - e - peprone, 10 Nadl, 5; Call, 0
and agar, 12 |phs Tween B 100 ml - lzer [} and tscshaved Sor 120 h m 370
A whie precip Bl was arowsd colondes showing snerase ac-
twity. A Peeudneatnss sp. cultues was mmed as 3 poshive oosvrol for the three
=8

(M) Eneyma: ssarys. To dziemin: te presence of enracellubyr soymarc
anviges rebued w0 PU degradavion, proese:, wesse, and ssienee s
were mezared in cell-bree superssant (SN) ponioms of MM-FU booesial
culiures, afer dEerem Bmes of inouhaton, choissd by ceavifugion a 5000« g
Tor 5 min {Sorval RO PLUS) Lineariy of the enynmic sy had been issied
[previcasly by usisg difizeznl reaciion Umes aad encyme amouns Processe ac-
Wity was determined specompbomimeirically by measwing casein hydrodysls
[26]. Casein buller solutks {400 ul) (15 casein i 50 mM pousiom phosphate
‘e, pH 7S prefacshaed a1 3770 [or 3 min The reacbon was sansd wil
100 gl of emyme cxrac, and 2fer 10 min of noubaton, 500 pl of 0%
wrichinroaceric acid wies added. The wbes were cemrifaged a 3000 = ¢ For 3
mis. The Shs were colleoed asd the absorbance messured @ 280 am with 2
LIS Uhrospec 300 fssinemenn (Pharmacks-Biovech . For blask mbhes, the
emryme exvrac was added afier wichloroacedc add. A proicase acivicy san-
dard curve was consiructed by inoehming diferess amouns (1w 20U of
Tungal proweinze: K (product no. 53330UA; Ciboo BRL) under smilar con-
ditions. Uresse advity was dewzemised by o phenal hypochioride sy (45)
Pourien phosphaie buller (130 ) (50 mb, i T) ples 100l of 5 M orea
was preincubased a1 3T for 3 min. Te reacuon was sisnied by che addivios
al 20 l of enmyme exrao) aad incubmed for 3 min. Aler osbation, 100 pl
af phenol soluion {75 phenal, 1.34% sodium sitroprussiae [Ma:Fe(CN),
N0 - ZEO]F was added, Tollowed By 300 ol of NaC solmion (037 M
NaldH, | M Na_HPO, - IZH_03, 1% NaCio; pH 127). Immediaiely aber the
addios of these soludons, the atsortance was read @ 639 a@m with 2
Uy visitle Uhirospec 2000 issoremest (Pharmacis-ocerh). Blask mbes
ware prepared for each sample by addiion of the enzyme aler the Nalio
sobution. Frofeus by cohure SN owas wed ax the enzyme source for

posithe coacrols, Todessrmine the amoum of NH, + released o e reacion,
@ susdard curve was performed by wdsg NH, 1 and phenol and Nall
sodutlons = described above. Faerase anivity was measured specorophow-
merrically by a g-nhrophenyl aceme (p-MPA} hpdeohesls medhod (13). The
reacion was carfed oul ar 370 a1 ml Ssal volene conmining 2506 W0
reaction Buller (300 mM phosphase, pH T.5) 100 ul Earyme anorace, 400 ul
ol waler, and 250 pl ol 3 20 mM soludon of g-NPA In scesoniirile. The
reaction was siared by adding the substraie aad the 4, feconded 30 5 afier
the zan of ke reacuica and a1 funber 1-més dmaenals for 5 mis p-NPA
chemical bydrotysis was calculaied from blank expesimesss performed with
EN Irom a nominomulaed MA-FUR The measuremeass of chemical bydwm-
tysls were subtracied from thoes from experimencs with snzyme preparadon.
A sandand e was conmncied 0 measere the bydrobysds of poNPA By
Incuta ey HiBesean concearrations of the reagant under condidons sinilar o
those wpeed for the earymac asay but wsing 100 i 1M N2,

GC-ME analysk of e MM-FUR 55 alver banerial cobmre. Cell-lree 5Ms of
MM-PUD calveres {2 ml) mken 2 diferem oshagion thmes were cxmoed wik
chiceolorm (1 ml). The organk phase was recovered wsing 2 Pegeur pipeue and
wransierred w0 a fresh whe. A snal snoum of sdiun sulfue wes sdded o
elimizae waer. The sanple was analyred in a (OF-M5 oysien o described| bn
“Hydmlorn charsoerizon™ above. The mncentradon of MMP in the sample
was quaniifisd beed on a sussdend cwrve (006 o 246 mb ) cossurucied with pare:
HMIP (cacibkeg no. METSE Sigma). The messrements were peormed da i
lizane.

INS-FTTR amalysis of PU aher baocrial growth. Three sampies of solid PL
were obained [Pom the SN of S-day MM-PUR mulres isocubued with the
banierial mraiss by uxing sonsonilaed B-PLH odmies 2 the conrol The
=olid obaxined brm SNs by drping s vacuo wos. pellewed ssd ambyeed by 1RS-
FTIH 25 descrited i “Hydeolomm charsmeriratios™ shave.

SEM. S0lid PLY sheers 1 mm ihick were prepared by pourisg Hydeoform i
2 peard dish, drying in an owes L 7, 2ad thes onsisg o §-om® peces. Frve
jpieces were lmouhared in MM-PUD inconlmed with each taoesial srais for 15
days m 3T The same number of polymesiesd PU peces was incshated i
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noainooulmed MM-PLh ander simitar modisions. Afier inozhavion, sheess wers
recoversd, rinssd with warer, gobd cnated by evapormion, asd analyred by scan-
nisg clenron microscopy (SEM) usisg @ FEOL FHI0 LB microsmpe a o500
magmificaion,

RESULTS

T Alicycliphilns sp. sirains were Isolas) by usimg MM-
PUR. Inoculation of deerioraed Aexible PU foam péeces, col-
lecied from a refise dump. in MM-PUL and subsequent
rounds of seleciion in MM-PUh agar allowed s 1w obrain
several bacierial Bolaves. The two bacwerial serains (B0 and
BO)E) which showed the best growth in MM-PUR were seleaed
for swudy. According w hiochemical characierization, both
arains were idemified as members of the Compmomadacess
family. However, although both were posicve for reduction of
nitrawe, adipic and malic acid assimilason, and cyochrome
omidase, small diffierences, such as the arginine difydolase est
psitve for strain BOH and negavive for BOE and BOS posiiive
but BOM neganive for assimiladon of poassium gluconace,
were observed. Analysis of the parual 165 rENA gene se-
quence confirmed the ohservation that strains BN (GenBank
acoessson no. EF46307T) and BOE (GenBank accession no.
EF463078) cluser with the lamily Comamonadacaee of Hesap-
rovenbacienie and showed thar, although they ane closely relaned
1o the members of this family Acidevonar sp. and Comamomes
gp, they cluser with the genus Aliopcliphile (Fig. 1), Sarain
Bt had 100% idemity and srain BOE 90% idendy with
Alicycliphiles sp. swrain B-24611 (GenBank accession no.
AMIEAN L) and 9% and S5, respectively, with strain K61
(GenBank acocession no. AJ418042). Svrain K601, Alicweliphiles
denitrificans, is the type spocies, 2 new genus and now species
(29, Sarain H-24611 was isolated from activaced sludge and
cultivated in growith media with ethanol or succinaie as the
carhon source and with nitrae as the nivrogen source (17) (Fig
1} Seme branching panems {those with boosorap valses lower
than 75%) cannot be comsidered swhle. It & possible that
higher boowsrap values would be obwained if more members of
this species were sequenced and inclueded in the analysis.

Growth in MM-PUR showed a hyperbolic behavior, with an
exponential growth phase berween 4 and 12 h and the slagon-
ary phase saring around &0 h of incubaton (Fig. 2A4). BO1
showed a higher maximum growth (178 = 0.6 mg - ml~ ') than
BOE (14.0 = L6 mg - m1- )y afier 100 h of culoere. The depen-
dence of bacierial growth on the Hydroloem concencratson
{froem 105 o 105 mg - ml "y showed a hyperbolic pattern (Fig.
By, with p,,, valoes of 384 + 0.2and 455 + 06 h " for BOL
and BOE, respectively, and K, valoes of 160 = 35 and 27.7 =
1.9 mg - ml " for B0 and BOE, respectively. Swadisically sig-
nificamt differences (P = 005) berween K, valees were ob-
served, suppesting thar BON is more efficient than BOE, since i
reached hall of the madmuem growih with a lower conoencra-
tion of Hydroform.

Hydroform Is 3 petyesver PU. Since the Hydrolorm chemical
composinion has not been published, analyses w determine the
ope of compounds and the narere of the PU present werne
performed. Hydroform was vacuum disulled and owo liquid
fracions, corresponding w0 T1.5% of the wmal volume, werne
otvained, wspether with a solid residue. GC-MS5 analysis of the
distilled fractions showed than the larger of these (50% of the
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FIGi. 2. Growth of Afowclphifor sp. in MM-PUR (A) Wel weight
was recorded during 115 b of culture in 2n MM with I?&{!ﬂhﬂ]&lﬂj
mg - ml ) af Hydraform (MM-PUR} as the anly carbon sownce (B0,
[1; BOE, W) The experiments were performed in triplicate. Bars in-
dicate standard deviations. () Dependence of Alogclphfior sp. growib
oo Hydraform concentration. MM with diferent concentrations af
Hydrodomm (10.5 to 105 mg - ml "} as the sole carbon source were
wed to cubivate B0 () and BOS (W) strains. Wet weight values
measured a1 the exponential growih (0t 12 h) were med 1o
oanstruct the Monod plol. The experiments were performed in tnpli-
cate. Bars indicate standard deviations.

tonal volume) was water. The remaining 20% comprised a
minure of MMP and vwo dipropyleneglyeol methy] ether iso-
mers (DPGME and DPGMED) (Fig: 3A). MMR anabysis from
the solid residue (Fig. 38) showed the of eswer bonds
an peaks 36 w0 3.9, 7.9, and .4 ppm in the 'H NMR spectrum
and an 44w 50, 63, and 66 1w 70 ppm inthe “C NMR spectram
{Tablz 1. The IRS-FTIR analyses of the solid residue con-
firmed the ester boad at peak 079 am Y, the amide groap at
1,534 10 1,347 em Y, and the carbonyl groap of the ester bond
a1 1,722 o 1,735 cm Y, characoeristic of PU (data noo shown).
Daa ohuained from these anabyses alkww us v propose char PU
in Hydroform & a polyesier ovpe and has the sorecmre pre-
sened im Fig, 3C.

Alicyeliphilus sp. was able w ulllze NMP. To dererming
whether the Aliceclipdiles sp. sirains were able w wilee the
other carbon compounds differemby than the PU (NMP or
DPGME) presem in the Hydroform, chloroform exwracs of
the MM-PUh celHree SNs were analyzed by GC-MS afier
diffieremn incubhavion wmes (0, 3, 6 9, and 12 h). Analyses
shiwed than NMP, bin no the DPCME isomers, was con-
smed during the growth of the bacieria in inoculated media
(Table 2). B(H consumed NMP at o higher rme (034
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TABELE 1. NMR specirum amalysis of solid Hydroform

MM

1
anaisis )'E;;'J""L Funcuonl grous Mulsnliciy Istagracion
“H NMR .88 CHs Deaablel 3
1240 HO—CH— Single 1
Lol
1.5 — H=CHp— Cintuplet 3
e I)—CH:-'(lHi Triplet 1
240 —'-"-F!r‘%l'l Single 3
331 CH,—H Singie 1
3o H{—CH,— Demblet 3
557 Acid Traces
004 Acid Traces
MM 450 CH;
530 CH,
I8T0 C—h
3E2 H{O—CH,
£1.27 CH;—(—N

|

pmol < "« ml Yy than BOE (0016 pmol < b " - ml 'y Both
NMP and DPCME remained in incubated and noninoculaed
meddin during this period.

T demonsirate thar Alioycliphiler sp. serains were able w
utlizg MMP as their sode carbon and nicrogen sowrce, the
dependence of their growith on NMP concentration | from 0.5
1o 25 mg - ml ") in an MM without other sowrces of carhon or
nirrogen was derermined by recording wer weight increases
during the cxponential growih phase (herween 0 and 12 h)
P oy VIS Wizre DLBT + (04 and 094 + (L08 h—* for B and
BOE, respecuively, and K, valoes were 7.0 = 0.9 and 8.9 + 1.9
mg - ml~ " for BO1 and BOE, respectively. Mo satistically sig-
nificam differences berween them were observed. Caloulaned
values denote thar boah sirains were able w sesmin their
growill based on MNMP. Experiments testing the capacitses of
BN and BOE 1o susain their growah by using 2-pyrrolidone
(Z-P)., an NMP-relaed compownd, showed thar none of the
Alicycliphilies 5p. sirains were able wo do it (data not shown),

Esterase erviry, bur mo proease or urease acuviy, is in-
duced In Alicycliphilus sp. growing In MM-PUR. Prowease, ure-
ase, eserase, and lipase aciivities idendfied in polyure thano-
byiic microorganisms have previowsly been shown w be

TABLE L Concentrations of NMI in the 5Ms of MM-FUR during

the growih of Aboycliphiler sp.
. mru?m[..m-ml :I[mim
[l 4235 (0. .20 (LG
3 4 118 (0.3 L53% (07
[ ITi% (0 111 (038
a 1322 (D.18) 1.6ED (0L36)
12 0142 (0.0} 1.307 (02)

associaed with PU degradadon (18, 19, 20, 30, 35, 36). To
desermine which acivity was displayed by Alicecliphilus sp.
arains, the swrains were grown in three diferemial media.
Growah in YES-gelatin and Chrisiensen agar indicawed tha
bavth sirains were protcase snd wrease negaive. However,
growih in Tween B0 medium showed precipiation around the
colonies, indicating tha the surains were esterase positive (daa
not shown). To dewect the presence of exracellular esierase
acuvity, cell-free SNs of inoculaed MM-PUR cubures were
el 10 measure this acvivigy by the p-MPA method. Esicrase
acimviry was not dewecied afer & and 10 b, even when the SN
was concentrated 5=, ban was clearly detecved afver 12 b oof
incubation. Ax 18 b the maximum acuvity presencd by the

-
i *'-.i
E sl
!%‘3‘]_ :\":__' —_
E' E'zn— s _::F

T (i}

FI(;. 4. Esterase activity in culture medium SN. Cell-free SNs (100
b} ef B {7 and BOE (W) cultures grown in MM-PLUR were used 1o
measure eskerase activity by the p NFA method. The experiments were
performed in triplicale for each poinl. Bars indicaie siandard devia-
Lians.
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Wave nurmber (cm ‘)
FIG. 5. Effect of Alioyclgohilus dtre on PU ch ics. (A) Inhibition of polymerization. MM-PUR nanisoculated (NI) or inoculated

p.
with BOQ1 or BOS and NMP-free MM-PUb were incubated at 37°C for S “ar in a rotary shaker incubator. Afier that time, cell-free SNs were
sterilized NMP-free MM-FUR was prepared using diafyzed Hydroform (analyzed by GOMS 1o confirm that no NMP was present). The figure
depicts the SNs of cach culture afier sterdization. (B) IRS-FTIR anafysis. MM-PUh N1 or inoculated with Alicycliphilus sp. strain BO1 or BOS was
incubated at 37°C for 120 h. Cell-free SNs were vacuum dried to obtain the solid component (PU). U was anafyzed by IRS-FTIR. Relevant peaks
are indicated. (C) SEM analysis of polymerzed Hydroform sheets. MM-PUh containing 1-mm-thick sheets (1 cm by 1 cm), N1 or inoculated with
BO1 or BOK After 15 days of culture, the sheets were recovered, rinsed with water, gold coated by evaporation, and analyzed by SEM. Five sheets
were incubated and amalyzed for cach culture. Representative results are shown.

esterase was 25% higher for BOS (52 = 36 nmol and 68% of the maximum (24 + 4.0 and 265 + 4.0 amol
pNP-min *-ml ") than for BO1 (38 = 22 omol p-NP-min *-ml ') for BO and BOQ1. respectively (Fig. 4).
NP -min - ml ). Beyond this point, activity began to de-  Esterase activity was not detected in SNs of LB broth cultures
crease, remaining at 120 h of culture at approximarely at 46% at 8 or 16 b even if the SN at 8 h was concemrased 5 (daw
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not shown). These resuls demonstrate that esierase activiy
was induced by the presence of compounds having esier link-
ages, such as Tween B or polyeswer PU. Procease and urease
activities were alsn measwared in cell-free SNs of inoculaed
MM-PUR culwres ar the same umes and during the same
period as for esterase. Mone such acovites wene detecwed even
though the assays wene performed with 102 -concenirated SN,

Efect of Alicycliphilus sp. growih on PU. To dewermine if
these serains were alse able w anack the U component of
Hydroform, a sumber of aspeas were analyzed. The effect of
Alicyclipdriles sp. on the PU present in the liguid MM-PUR was
derermined by analyring the polymertmvion of PLU afier bac-
terial growth. Inoculawd and noninoculaed MM-PLUL were
incubared for 5 days, after which the cell-iree 5N was sierilized.
Afer this rrearmend, the PLU presem in noninoculaed medinm
was found wo have polymerized (white precipiiaue), while L
from inoculased media had nog (Fig. 5A, left three panels). To
demonsirate that the absence of NMP in the inoculaied media
caused by early bacterial growth was not the cause of the loss
of polymerizing properties in PU, MM-PUR was prepared ws-
ing NMP-free Hydroform. The lawer was oained by diabysis
and anabyzed by GC-MS o confirm the absence of NMP. This
mediem was incubaced for 5 days withowt incculasion and then
arilized. Aher incubation, it was found thar NMP-free MM-
PUR did in fact polymerize, indicating that the absence of
MM was nia the cause of the lack of podymerizanion observed
(Fig. 3A. far-right panel). These resalis indicase thay bacizrial
activity had changed the properuies of the PU presem in the
inoculawd media, as a result inhibiling its polymerization.

The chemical composition of solid PL afuer bacierial growih
was thercfore anehveed. For this, bacieria were culwured in
MM-PUR for 5 days, afier which the SN was removed and
vacuum dried and the residual solid analyzed by IRS-FTIR.
Analysis revealed that carbonyl (1,734 cm ™) of the ester signal
{979 cm %), ohserved in solid PU nou exposed w bacuerial
growh (Fig. 5B, wp). increased in the solid oained from the
SN afwer culwre with BO1 (1,727 cn'); an the same dme, the
ester signal decreascd, and mher signals corresponding o
ether, methyl, menbhylene, and weminal alcohols (953 w 1,450
cm "pappeared ( Fig. 58, middle). These changes indicase that
ester bonds were hydrolbyzed, producing increases in the signals
of the indicated groups, in BOY-exposed media. The amide
signal (1,530 w 1,550 cm— ') increased in BOL-exposed PL,
discarding the hypothesis of hydrobysis of this group by a pro-
tease or urease acuviy. The spearum presemed by BOE-ex-
posed L showed less eswer hydrobysis than BO 1-oxposed PLU
(Fig. 3B, bouwm). These resuhs indicate thar BOL growah
afects PLU-ester bonds bur not urethane bonds and char BOE
growih does noe afem them w0 the same extent.

To smedy the effect of growth of Alicpcliphies sirains on
polymerized PU thin polymerized Hydroform sheets were in-
cubated for 15 days in lguid media inoculaed with the vwo
bacuerial surains. Afwer thar ume, sheews were viewed by SEM,
which showed that sheets exposed vy B0 had numerous holes
on their surface (Fig. 3C, middle), whereas those exposed o
BOJE had few holes (Fig. 5C, bowom). These reshs clearly
indicate thar B0 can aack solid P and that, while BOE also
anacks P it does 50 w0 a lesser exient.

ALICYCLIFHILUS 8P, DEGRADES PU AND NMI* &I

DMSCUSSION

In this work, two scrains able 10 grow in PL were isolaed by
several rounds of sckection in 8 medium comprising Hydeo-
form, & commercial aliphaic, waier-based U, as the only
carbon souwrce. By soquencing of the 165 rENA gene, the mwo
strains were kemified as Aliowcliphiler sp. Alioecliphilus dni-
rificans, the firm bacierium classified in this genus, is a new
genus and new specics reponed as a denicrifying and cyclo-
hexanol-degrading  bacieriem  (29) belonging w0 the Co-
mamoasdocese family in the Rewprossobaceeric dass. The
name Alioycliphilur means alicyclic compound liking, referring
o the subsiraves used for the isplation of this organism (29).
This genes & phylogenccally relaed w Acidinon deffuvi
and Commmiis denitrificans, which have previously been iso-
laved from activaved shedge (15, 40). Moreover, another bac-
terium of the Comomonsdecese family, C scidoavans, has
been reponed as being able w use various wpes of PU w
susLain its growth (2, 300,

Chemical characieration of Hydroform by NME. TRE, and
GC-MS showed that it was composed of & polyesier-rype PLU,
NMP, and rwo DPGME isomers. W found thar Aoy
sp. consumed NMP present in Hydroform during i carly
phase of growih. Moreover, we were able w confirm thar NMP
was uiilized by the iselared bacieria, since both swrains were
found w grow in an MM with NMP as the sole carbon and
nitrogen source. Preudomomes gerugbaora was repored as be-
ing able 10 use 2-1, an NMP-relaed compound, a5 the nitrogen
and carbon source, b it was wnable wose NMP(33). On the
comrary, Aloyckphils sp. was able w use NMP but nog 2-P. As
[ar as is known, this is the rst repon of a bacierium being able
o iline WMP o ssizin growih. Since the wxicity of NMP has
heen recognived, our Anding that Alioycliphilus sp. 5 able 1w
consume NMP could be of grear relevanoe in bimechnology
research direcied vowards avoiding the wnic consequences of
its rebease imo the environmen.

Experimems with diferenial media and by measure menis
of progease and urease acivities in SMNs of MM-PUR inocu-
laved with these bacieria a differem growing imes demon-
sarated thar the isolaved Alicecliphilus sp. serains did nou exhibi
protease or urease acuvity. However, esterase acuivity was de-
tecied in Tween B0 media, and by using the p-NPA assay, the
esterase actvity secreed o the culoere medium was measured.
A lipase activity has been sentified in Bacilley subelis (35), and
extracellular esterase activities have been reponed for Preado-
muoms Chiprorphis and Comamons ocidmvonmss growing in
media with Impranil (2, 20, 34). In C. acidovoreess TB-33, an
extracellular esterase and 3 membrane-associawd esierase
have been idenuified (30). Analysis of these esierase acivitbes
on solid PU and podvdicthylenglyool adipate) has demon-
arated thar only the membrane-associaed eserase was able w
degrade podvidicthybenglveol adipate) and PU, this being the
one with polyurethanolytic acmviny (1), Based on the changes
observed in the IR specira of the sofid PU oained from the
SN of MM-PUh afier cuhwre with scrain BO1 (Fig. 518), we
desermined that in was ester groups that were being afecied by
A hacierial esierase acuvity. Whether the exracellular esierase
acuivity detected in Alioydiphilus sp. was responsible for the PU
anack or whether there was membranc-associancd esierase
acuvity will be the subgect of further investiganon. The absence
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of an exracellular esverase acuvity when Alioclphile sp.
grows in LB broth and devection of this activity a0 12 b of
culwre in MM-FUTh, by which time NMP has greatly dimin-
ished in the culhure medium, sugges: than eserase acvivity is
induced in response w the chemical composition of the me-
dium. In previows siudies, 8 mediem conmining Impranil sup-
plemenied with yeass exuract has been wsed 1w characerize
polyerethanolyic bacieria (2, 19, 20, 35, 36). It migh be pos-
side that the presence of modecules more casily cosumed
than MJ and which could also be wilized as a carbon source
could help in the esnblishment of polyerethansdytic bacueria in
MU media. This early growth might acivaie the expression of
penes encoding proweins imvobed inothe efficicnn wilteation of
MU, for example, esverase and other proteins needed For the
uptake and mewabodism of molecules produced afier break-
down of PU-cswer bonds. In chis work, the presence of NMP
and i wrilizatdon during early growih of Aliowliphiles sp.
might prowide an easily wsed carbon source, bur afier it has
been exhausted, esterase acuviy has 1o be induced o allow the
bacweria w wilize MU, a more complex carbon source.

Various daca demonsirase the capaciny ol Aliowcbphilus sp.
degrade PU, including a loss of polymerizing ability of PU afuer
exposure 1 bacterin culwre, indicaing the loss of growups
needed for the polymerization reaction. These groups could be
lost by cleavage of esser bonds, gene rating carboxyl groups and
shor-chain aloohols unsuiwble for polymercation. TRS anal-
ysis, in which the PU-ester bond peaks disappeared and car-
byl growp signals increased in the PU spectrum afier culoere
with the B0 surain, supporns this suggesdon. More work
might be done w confirm this reaction. A more graphic dem-
onstration was the observation of the numerous holes pro-
duced in polymerized PU afier bacieria culwre. Despiie the
[act thar boah Alicecliphiluy strains share cerain characierisuics,
suich as the ability w0 grow in MM-PLUh and NMP, the produc-
tion of extracellular esierase aciivity when they grow in MM-
PU, and koss of the podymerizing capacity of PU afier their
growih, the achon of BN on PU seems 10 be mone effecuive
than thar of BOE. A more dewiled analysis demonsorases thar,
although BOE showed higher exwracellular eserase actvity
(measured by the p-NPA method) than B3, it reached a
lower maximum growih in MM-PUR (10.5% Hydroformy), it
had larger K, values for PLU, in almost did non aleer esver bond
signalks im 1R specinem afier its growth, and in did noe produce
a5 many holes in pofymerized PU as B, These observations
reflect the distinct genetic and biochemical backgrounds of
bath sirains and sugges: that differences, for exampde, in bio-
chemical mechanisms of the escrase activity over L, exis-
wence of other degradative acdvities for PUY anack, diverse
transporiers of PLU breakdown produces, or diffierent catabolic
pathways inside the cell, might exist bemween the two strains.
Work is being performed in owr laboratory o kdemify the
enxymes and the genes encoding them which parscipase in the
diffierent pathways involved in PU degradarion. In conclusion,
in this paper we report two imporan findings: the abilny of
Alicycliphviley sp. 1o wiilize NMIP* as a carbon and nicrogen
sowrce, which is the first repon of 8 microorganism able wo do
this, and the capacity of Aliowdiphilus sp. 1w amack PLU due w
BN 5LCrass SCUvity.
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8. DISCUSION

8.1. Identificacion por secuenciacion de rDNA 16S

Las cepas bacterianas BQ1 y BQ8, capaces de crecer en PU fueron aisladas a
partir de trozos de espuma de PU colectados en el basurero Bordo de Xochiaca y
sembrados en un medio mineral con el barniz de PS-PU Hydroform como Unica
fuente de carbono. Por secuenciaciéon parcial del gen de rDNA 16S ambas cepas
fueron identificadas como pertenecientes al género Alicycliphilus sp., mostrando
estrecha relacion con bacterias que degradan compuestos xenobidticos.
Alicycliphilus denitrificans K601 fue la primera cepa asignada a este género y es la
Unica especie descrita (Mechichi et al., 2003). Esta cepa es capaz de desnitrificar y
degradar ciclohexanol. EI hombre Alicycliphilus significa afinidad por compuestos
aliciclicos, haciendo referencia a los compuestos utilizados en su aislamiento.
Alicycliphilus esta relacionado filogenéticamente con Acidovorax defluvii y
Comamonas denitrificans, las cuales habian sido aisladas previamente a partir de
lodos activados (Gumaelius et al, 2001, Schulze et al, 1999). Adicionalmente,
otra bacteria de la familia Comamonadaceae, Comamonas acidovorans, ha sido
reportada como capaz de usar varios tipos de PU para sostener su crecimiento
(Allen et al., 1999, Nakajima-Kambe et al., 1997).

8.2. Caracterizacion del crecimiento a largo plazo
Al determinar el crecimiento de BQ1l y BQ8 midiendo D.O.ss0 se observd un
descenso a partir de las 13 y 16 h de incubacién respectivamente, llegando hasta
cero alrededor de las 96 h. Este comportamiento podria significar la muerte de las
bacterias, sin embargo, la falta de una fase estacionaria (Figura 1) y la formacién
de agregados celulares a partir de las 13 y 16 h, sugirieron que dicho fenémeno
corresponde a un cambio en su forma de organizacion celular. Debido a esto, el
crecimiento de los cultivos se cuantifico midiendo el peso himedo de la biomasa
bacteriana. Esta medicién mostrd una fase exponencial entre las 4 y 12 h. A partir
de esta etapa la velocidad de crecimiento disminuyd entrando en fase estacionaria
y continud asi hasta las 120 h cuando se terminé el experimento.

Previamente se demostré que el Hydroform contiene Afmetilpirrolidona

(NMP), un solvente organico de bajo punto de ebullicién, que BQ1 y BQ8 son
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capaces de utilizar como fuente de carbono y nitrdgeno. Durante las primeras
horas de incubacion en MM-PUh, BQ1 y BQ8 consumen NMP, la cual se termina
alrededor de las 16 h (Oceguera-Cervantes, 2005). Este comportamiento indica
que en la etapa inicial el crecimiento en suspension de estas cepas y su velocidad
de duplicacion podrian sustentarse en el consumo de NMP. Una vez que ésta se
agota, el crecimiento depende por completo del PU, el cual, al ser polimero
alifatico de alto peso molecular, es una fuente de carbono de baja bio-
disponibilidad que requerirda de mecanismos de asimilacion diferentes a los de
compuestos en solucion como la NMP. El cambio morfolégico que presentan
ambas cepas pudiera generar una mayor afinidad de la superficie celular por
moléculas alifaticas grandes como el PU, facilitando asi su consumo. Esto
implicaria la necesidad de un cambio drastico en la red de vias metabdlicas que se
reflejara en la disminucién de la velocidad de crecimiento. EI comportamiento de
BQ1 con respecto al de BQ8 muestra una pendiente de crecimiento ligeramente
mayor en la fase exponencial, indicando una velocidad de crecimiento mayor y por
lo tanto, mayor asimilacion de los compuestos presentes en el Hydroform. En el
caso de BQ1 esto se refleja en que la NMP se termina primero y da lugar a la
formacién de agregados celulares antes que BQ8. Ademas de que el consumo de
NMP es mas rapido por parte de la bacteria BQ1, esta bacteria alcanza un
crecimiento mayor en todas las etapas, lo cual sugiere una mejor utilizacion de

Hydroform que la bacteria BQ8.

8.3. Determinacion de parametros de crecimiento en MM-PUh

Se midié el crecimiento de BQ1 y BQ8 en cultivos de MM-PUh con diferentes
concentraciones de Hydroform. Empleando la pendiente de la fase exponencial de
crecimiento de cada cultivo se construyo el grafico de Monod para ambas cepas.
Los valores de pmax ¥ Ks indican que la velocidad de crecimiento de BQ1 con
respecto a la de BQ8 es mayor a concentraciones de Hydroform bajas y menor a
concentraciones de Hydroform altas. BQ1 requiere menores concentraciones de
Hydroform que BQ8 para alcanzar su maxima velocidad de crecimiento. Estos
datos también apoyan la idea de que BQ1 utiliza el Hydroform como fuente de

carbono de una manera mas eficientemente que BQ8. A pesar de esto BQS8
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alcanza velocidades de crecimiento mayores que BQ1 a concentraciones altas de

Hydroform.

8.4. Determinacion de los efectos bacterianos sobre Hydroform solido
Ademas de las evidencias que se tienen sobre los efectos de BQ1 y BQ8 sobre el
Hydroform liquido (Oceguera Cervantes, 2005) en este trabajo analizamos si
también son capaces de atacar PU en su estado solido, ya que es este estado al
que el PU debe sus propiedades como material tan versatil. Se detectd que las
laminas expuestas a BQ1 presentaron mayor numero de poros, mismos que
ademas fueron de mayor tamafo que los formados en las laminas expuestas a
BQ8 (Figura 3). Este analisis demostro la capacidad que estas bacterias poseen
para atacar PU solido. Como se ha observado en estudios previos (Oceguera
Cervantes, 2005) la capacidad de BQ1 para generar cambios fisicos en el
Hydroform ha sido mas evidente que la de BQ8. En este analisis la observacion
vuelve a indicar que BQ1 es una cepa con mayor capacidad poliuretanolitica que
BQS.

8.5. Deteccion de la actividad de esterasa asociada a membrana y
seleccion del detergente adecuado para su extraccion

BQ1 y BQ8 fueron sometidas a un tratamiento de extracciéon proteica con ocho
detergentes diferentes, para determinar la eficiencia de extraccién de cada uno
utilizando en cada caso una concentracion equivalente a veinte veces la
concentracion miscelar critica (CMC). Los analisis de actividad enzimatica y de
cantidad de proteina extraida indicaron la presencia de actividad esterasa en la
mayoria de los extractos. Dicha actividad fue proporcional a la cantidad de
proteina extraida por cada detergente.

Zwittergent 3-12 y desoxicolato de sodio fueron los detergentes que
lograron extraer mayor cantidad de proteina y actividad. A diferencia de los demas
detergentes empleados, éstos presentan una estructura esteroide de manera
expuesta y sin modificaciones. Por lo tanto, es de esperarse que posean gran
capacidad para disolver membranas, debido a que moléculas con estructura
esteroide o de ciclopentanoperhidrofenantreno se encuentran intercaladas de

manera natural entre los fosfolipidos de las membranas celulares. Dada la
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presencia de una actividad esterasa en el extracto membranal de BQ1 y BQ8, se

continud con su purificacion empleando Zwittergent 3-12 para su extraccion.

8.6. Medicion de la actividad esterasa asociada a membrana durante el
crecimiento en MM-PUh

Tomado en cuenta los resultados de la cinética de crecimiento, en donde se
observd mayor produccién de biomasa a concentraciones de Hydroform altas, se
decidié usar MM-PUh con 8.3% de Hydroform (87.15 mg=mL? 6 2.5% de solidos)
para obtener una mayor cantidad de células en menor tiempo. Empleando estas
condiciones se midié la actividad esterasa asociada a membrana a través del
tiempo de cultivo. A partir del primer punto se detecté actividad de esterasa en
ambos cultivos, dicha actividad se mantuvo en el mismo nivel (0.2 U) durante las
primeras 10 h y posteriormente presentd un aumento subito entre las 12y 16 h a
0.8 U para luego decrecer por completo después de las 50 h de cultivo, lo cual
sugiere que es una actividad inducible y que posteriormente desaparece porque

ya no es necesaria.

8.7. Deteccion de la actividad esterasa por zimografia
La identificacion de la actividad de esterasa en un SDS-PAGE es una herramienta

muy Util a través de la marcha de purificacion que ayuda a monitorear la
presencia de la proteina de interés en las diferentes fracciones obtenidas en cada
paso de purificacién. Ademas, esta técnica posee la ventaja intrinseca de indicar
que la proteina de interés que se trata de una enzima, aln posee actividad. Al
usar el butirato de metil umbeliferona como sustrato de una actividad esterasa se
generan dos productos de hidrdlisis, el acido butirico y el umbeliferol, éste tiene la
propiedad de emitir fluorescencia azul al exponerse a luz ultra violeta (UV). Asi, es
posible observar bandas de proteina fluorescentes en un SDS-PAGE en los casos
en que haya una actividad esterasa presente (Diaz et al., 1999).

La efectividad del ensayo se comprobé empleando una esterasa comercial
de Pseudomonas fluorescens como control positivo, observandose la presencia de
bandas fluorescentes en los carriles correspondientes a los extractos con actividad
esterasa. Empleando este ensayo de zimograma se monitored la actividad de
esterasa de membrana a través del tiempo de cultivo. Al realizar el analisis por

zimograma de los extractos proteicos también se midié la actividad de esterasa
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por el método de p-NPA. La medicidn de la actividad de esterasa por el método de
pP-NPA fue coincidente con la intensidad de la fluorescencia detectada por
zimograma que solo mostrdé una banda con actividad de esterasa Figura 5 y 6.
Esto indicd que la actividad detectada por zimograma es la misma que se mide

con p-NPA y que probablemente corresponda a una sola enzima.

8.8. Purificacion de la actividad esterasa asociada a membrana, a partir
de bacterias cultivadas en MM-PUh, al 8.3% de Hydroform

Hasta este punto los resultados indicaron que en el extracto proteico de
membranas de BQ1 y BQ8, existe una actividad esterasa con un tamafio
aproximado de 19 kDa. Por lo tanto, se continué con la purificaciéon de esta
actividad, en un proceso de tres pasos. El primero consistid en una precipitacion
con sulfato de amonio, reduciendo la cantidad de proteina total en un 75% vy la
actividad total en alrededor de 70% en ambos casos (BQ1 y BQ8). Esta relacion
resultd en aumento en actividad especifica de 19%. A pesar de haber disminuido
la cantidad de proteina total en una buena cantidad, la precipitacion presenté la
desventaja de disminuir la actividad total casi en la misma proporcién. Esto pudo
deberse a que, al cambiar la fuerza idnica y las condiciones de solubilidad,
pudieron haberse generado alteraciones estructurales y quimicas irreversibles que
disminuyen la actividad sin posibilidad de ser recuperada a pesar de que se retir
todo el sulfato de amonio por dialisis.

La purificacién continud con una cromatografia de interaccién hidrofdbica
en Fenil Sefarosa CL-B4. A través de este paso, la proteina total disminuyd
alrededor de un 99% vy la actividad en un 97%. Este resultado indicd que la
separacion proteica que se obtuvo empleando esta resina fue muy poco selectiva,
ya que la pérdida de actividad es proporcional a la disminucién de proteina total.
Esto puede deberse a la presencia de (NH4)2SO4 0 a que la unién de la proteina a
la resina fue muy débil y se fue perdiendo actividad en cada fraccion eluida.
Finalmente, se llevd a cabo una cromatografia de intercambio anidnico empleando
la resina Q-Fast Flow, en este paso la cantidad de proteina total se redujo en un
99.9% vy la actividad total en un 99.7%. Esto indica nuevamente que la union a la
resina es de baja especificidad y que finalmente solo se alcanzé una fraccidon que
contiene mayor actividad que las demas fracciones obtenidas. La tabla de
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purificacion (Tabla 2) muestra que los resultados fueron similares en ambos casos.
Debido a la estrecha relacidn filogenética que poseen BQ1 y BQ8 es de esperarse
que las proteinas involucradas en la actividad de esterasa posean caracteristicas
similares y por lo tanto se comporten de manera similar a través del proceso de
purificacion.

8.9. Identificacion de la actividad esterasa purificada a partir de
bacterias cultivadas en MM-PUh al 8.3% de Hydroform

La fraccién con mayor actividad esterasa obtenida del proceso de purificacion fue
separada en un SDS-PAGE y posteriormente revelada empleando zimografia para
actividad de esterasa (Figura 8). Se detectd una banda de alrededor de 19 kDa
que fue enviada para su identificaciéon por LC-MS-MS. El analisis mostré que las
bandas con actividad esterasa de 19 kDa contenian, en ambos casos, tres
proteinas. La comparacién de secuencias obtenidas indicé que estas proteinas
correspondian a una superdxido dismutasa, una proteina de la familia de las
fasinas, ambas de Acidovorax sp. JS42 y un factor de reciclaje de ribosoma de
Comamonas testosteron/ KF-11. Estos resultados hacen referencia a proteinas
pertenecientes a especies estrechamente relacionadas con Alicycliphilus sp. La
proteina de la familia de las fasinas, esta presente en granulos de
polihidroxialcanoatos (PHA), los cuales son poliésteres. Estos granulos se
sintetizan en las bacterias como sistemas de almacenamiento de carbono. Dichos
sistemas constan de tres tipos de proteinas: una polimerasa de PHA, una
depolimerasa y una proteina de la familia de las fasinas. Las fasinas son proteinas
estructurales del granulo de PHA a las que ademas se les ha encontrado
diferentes funciones, ninguna de ellas relacionada con actividad enzimatica: i)
activan la depolimerizacion de PHA, ii) incrementan la expresion y actividad de las
PHA sintasas, iii) participan en la segregacién del granulo de PHA hacia las células
hijas y iv) tienen actividad de chaperonas tanto /n vivo como /n vitro (Mezzina and
Pettinari, 2016). Tomando en cuenta que en la banda analizada se detectaron tres
proteinas y ninguna de ellas posee actividad esterasa, concluimos que la proteina

responsable de esa actividad no pudo identificarse.
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8.10. Exposicion de Hydroform sodlido a la actividad de esterasa de
bacterias cultivadas en MM-PUh al 8.3% de Hydroform (v/v)

Las fotografias de microscopia electronica mostraron en todos los aumentos
obtenidos (500 a 10,000 X) que no hubo cambios en la superficie del polimero
entre las laminas de prueba y las del control. Este resultado se observé tanto en
las laminas expuestas al extracto membranal (que contenia la esterasa de 19 kDa
y sin Zwittergent 3-12), como las que se expusieron al cultivo bacteriano. Estos
resultados indican que BQ1 y BQ8 no se comportan de la misma manera en MM-
PUh a diferentes concentraciones de Hydroform, ya que a 8.3% no presentan la
capacidad poliuretanolitica que se observé al cultivarlas en MM-PUh al 1%. Por lo
que, no se esperaria que la actividad esterasa de 19 kDa purificada posea
capacidad poliuretanolitica como lo mostro la prueba de exposicion de laminas de
PU al extracto crudo, ya que a pesar de la presencia de una actividad enzimatica
de esterasa, ésta no es capaz de atacar PU solido.

Es posible que al aumentar la concentracion de Hydroform y por lo tanto de
NMP en el medio de cultivo, no se requiera de la expresion de los mecanismos
poliuretanoliticos y en cambio se active el mecanismo de almacenamiento
energético por parte del sistema de formacién de granulos, el cual requiere de la
presencia de la proteina de la familia de las fasinas. Sin embargo, este resultado
mantiene la incognita acerca de cudl es el sistema enzimatico responsable de la
degradacién de PU de BQ1l y BQ8, por lo que se decidid6 continuar con esa
busqueda en cultivos de MM-PUh al 1%.

8.11. Purificacion de la actividad esterasa asociada a membrana, a partir
de bacterias cultivadas en MM-PUh al 1% de Hydroform

En la purificacion a partir de cultivos en MM-PUh al 1% se observd que, en
comparacion con la purificacion anterior, se logré una menor pérdida de actividad,
debido a los cambios en el proceso. Posteriormente se empled una cromatografia
de intercambio anidnico con la resina Q-Fast Flow en la que a pesar de que la
actividad total disminuyd en un 56% se logrd reducir la cantidad de proteina total
en 85%, logrando asi un aumento de actividad especifica de 100%. Entre la
cromatografia de interaccion hidrofdbica y la Q-Fast Flow, se realizd una didlisis de

doce horas a 4 ©°C, lo cual puede ser la razon de la pérdida de actividad
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presentada. Finalmente se empled otra cromatografia de intercambio anidnico con
la resina Mono-Q, que se eluyd con un gradiente de fosfatos, logrando disminuir la
cantidad de proteina total en un 99.7% obteniendo 29% de actividad final,
alcanzando un aumento en actividad especifica del 100%. La mayor eficiencia de
purificacién que se logro en este proceso con respecto al anterior puede deberse a
varios factores, como no someter la actividad a precipitacién con sulfato de
amonio y el uso de un equipo de HPLC en la cromatografia en columna de Mono-
Q. En esta purificacion se identifico solamente una proteina de 55 kDa con
actividad esterasa tanto por ensayos espectrofotométicos como por zimografia

para esterasa.

8.12. Determinacion del efecto sobre Hydroform sélido de la esterasa de
55 kDa purificada a partir de bacterias cultivadas en MM-PUh al 1% de
Hydroform

Nuevamente se expusieron laminas de Hydroform a solucion amortiguadora de
fosfatos (control) y a la ultima fraccidén obtenida de la purificacién, que contenia la
actividad de esterasa de 55 kDa, tanto de BQ1 como de BQ8. Se observd que las
laminas control presentaron una superficie lisa, mientras que las laminas
expuestas a la actividad de esterasa, mostraron una superficie rugosa y
erosionada en todas las repeticiones y en ambas cepas. A diferencia de las
laminas expuestas a los cultivos bacterianos, los cambios en la superficie de las
laminas expuestas a la actividad purificada sélo se observaron a 10,000 aumentos.
La diferencia en la magnitud del efecto que tiene el cultivo bacteriano sobre las
laminas de Hydroform y el de la actividad purificada, puede deberse a que, al
estar fuera de su ubicacion celular, la enzima sufre cambios en su conformacion
que le impiden alcanzar su actividad poliuretanolitica mas alta, o quiza a que la
cantidad de actividad poliuretanolitica a la que se expone la ldamina en el cultivo es
mayor a la que se expuso con la enzima purificada. Queda pendiente la
identificacion de esta banda con actividad de esterasa, que dara informacién

acerca de la proteina responsable de la degradacién del PU.
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9. CONCLUSIONES

1. BQ1 y BQ8 son dos cepas bacterianas que tienen la capacidad de degradar
poliuretano (PU) sdlido y que por secuenciacion de rDNA 16S fueron
identificadas como pertenecientes al género Alicycliphilus.

2. Estas bacterias producen dos actividades de esterasa diferentes (19 y 55
kDa) dependiendo de la concentracion de Hydroform en el medio de
cultivo.

3. La capacidad poliuretanolitica de BQ1 y BQ8 cambia dependiendo de la
concentracion de Hydroform en el medio de cultivo.

4. BQl y BQ8 cambian la manera en que crecen dependiendo de la
concentracion de Hydroform y la presencia de Ametilpirrolidona en el

medio de cultivo.
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10. ANEXOS
Medio Minimo (Basado en el medio empleado por Nakajima-Kambe et a/., 1995)
Composicion por litro.

Solucion A (10X)

KH2PO4 200 g
K2HPO4 70.0 g
Solucion B (100X)
NH4NO3 100.0 g Ver nota.
MgSOgse 7H20 10.0 g
Solucion elementos traza (1000X)
ZnS0O4e 7H,0 1.0 g
CuSOg4e 7H20 0.10 g
FeSO4e 7H,0 10.0 ¢
MnSOgse 4-6H,0 20 g

Nota: omitir el NH4NOs si se prueba PUR como Unica fuente de nitrogeno.

Preparacion

1. Preparar las soluciones A y B y esterilizar en autoclave a 120° C / 15 minutos.

2. Preparar la solucion de elementos traza y esterilizar por filtracion (filtros
Whattman de 0.2 p).

3. A 800 mL de agua estéril adicionar en condiciones asépticas 100 mL de
solucion A, 10 mL de solucién B y 1 mL de solucién de elementos traza y
llevar a un volumen final de un litro. En caso de adicionar Hydroform como
fuente de carbono, sustituir 100 mL de agua estéril por 100 de solucién 10X
de Hydroform previamente esterilizada por filtracién (Ver siguiente receta).

4, Por ultimo, si se preparan placas de agar MB esterilizar el agua con el

equivalente a 1.5 % de concentracidn final de agar.
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Solucion de Hydroform 10X

El Hydroform, que es un barniz comercial hidrosoluble producido por la compaiiia

Polyform, tiene una concentracion de sodlidos del 30%, por lo que se debera diluir

1:100 para ajustar la concentracion final del medio a 0.3%.

Procedimiento

Realizar una dilucién 1:10 de Hydroform en agua desionizada, con lo cual se

obtiene una solucidon 10X de Hydroform con 3% de sdlidos.

Esterilizacion

1. Filtrar la solucion 10X utilizando una membrana de fibra de vidrio Whatman

GF/C sobre una membrana con poro de 0.45 pm. Esta filtracidn se realiza para

eliminar los oligdmeros que se forman debido a la polimerizacion espontanea

del Hydroform que pueden tapar por completo la membrana en la siguiente

filtracion.

2. Filtrar nuevamente en condiciones de esterilidad se emplea una membrana

con poro de 0.22 ym (no se debe dejar pasar mas de una hora entre la

filtracion anterior y ésta, para evitar nuevamente la formacién de oligémeros).

Esta solucion estéril se adiciona al medio de cultivo después de haber agregado

las soluciones A, By C.

Solucion amortiguadora TE (pH 7)
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) 10 mM
Acido etilendiaminotetracético (EDTA) 1mM
Medio Luria-Bertani (LB) (g-L1)

NacCl 5
Triptona 10
Extracto de levadura 5
Agar (medio solido) 15
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Método de p-nitrofenilacetato (p-NPA) para la medicion de actividad de
esterasa (Desphande et a/, 1984)

Reactivos
1. Solucion de p-NPA en acetonitrilo (CH3CN) 20 mM
2. Solucién amortiguadora de fosfato de potasio 200 mM, pH 7.

Método

1. En una celda espectrofotométrica de 1 mL se colocan:

Agua 400 uL
Amortiguador 250 yL
Preparacion enzimatica 100 pL
p-NPA 250 pL

2. Una vez agregados lo primeros tres componentes en el orden
indicado, se inicia la reaccion agregando el sustrato p-NPA. La
lectura de absorbancia a 405 nm se registra a los primeros 30 s y
posteriormente cada minuto hasta los 5 min, si es que la
absorbancia no es superior a uno, en cuyo caso la medicién llega a
su fin. La reaccion se lleva a cabo a 73° C.

3. Dado que la reaccion se lleva a cabo en un ambiente 75% acuoso,
el p-NPA inicia un proceso de hidrolisis quimica, por lo que es
necesario medir una reaccion blanco agregando solucion
amortiguadora. Posteriormente, los valores correspondientes a la
hidrélisis quimica se restan al valor obtenido en el ensayo con
preparacion enzimatica.

4. Para transformar las lecturas de absorbancia a unidades de
concentracion se obtuvo el coeficiente de extincion molar que fue

de 0.024 Mtcm™.
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