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RESUMEN

El banco de cepas de la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA),
cuenta con microorganismos extremofilos aislados de manantiales termales del Parque
Nacional Natural (PNN) Los Nevados. Se evaluo la actividad lipolitica de las cepas USBA-
GBX-505, con similitud del 98% con Acidocella facilis y USBA-GBX-499 con similitud del
99% con la especie Acidicaldus organivorans. Se tuvieron en cuenta las condiciones
Optimas de crecimiento de estas dos cepas, la cepa Acidocella USBA-GBX-505 present6
una temperatura 6ptima de 30°C y un pH 6ptimo de 3.5, mientras que en la cepa
Acidicaldus USBA-GBX-499 se evidencié un pH y temperatura 6ptimos de 3.0 y 60°C,
respectivamente. En estas condiciones dptimas se evalud el crecimiento de las cepas en
medio liquido con diferentes sustratos lipidicos: Gliceril tributirato, Acido oléico, Etil oleato,
Gliceril trioleato, Tween 80, Aceite de oliva y Aceite de palma. Ademas, se realiz6 una
evaluacion cualitativa a través de la deteccion de halos de hidrélisis en medio solido con
el sustrato lipidico. A partir de los resultados obtenidos, se escogi6 el Tween 80 para
Acidocella USBA-GBX-505 y el Gliceril tributirato para Acidicaldus USBA-GBX-499 como
sustratos para medir cuantitativamente la actividad lipolitica por medio de una
fermentacién discontinua con p-nitrofenil butirato, tomando muestras cada 12 horas por 5
dias durante el crecimiento del microorganismo. La cepa Acidocella USBA-GBX-505
produjo en la fase estacionaria (entre las 36 y 48 horas) la mayor actividad lipolitica con
valores entre 317.7 U/L y 315.3 U/L, mientras que la cepa Acidicaldus USBA-GBX-499
presentd su mayor actividad 675 U/L, después de un periodo de 48 horas de
fermentacion. Es importante resaltar que la actividad lipolitica cuantificada para las cepas
USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499 se presentd bajo condiciones cercanas a la
neutralidad, caracteristica similar reportada para otros organismos acidofilos y

termoacidoéfilos como Sulfolobus sp.



1. INTRODUCCION

Los ambientes extremos, son un gran reservorio de enzimas con alto potencial
biotecnoldgico, las aplicaciones de los organismos que habitan en estos ambientes se
destacan principalmente en el campo de la biocatalisis ya que sus enzimas pueden resistir
diferentes condiciones en procesos industriales como estabilidad a altas y bajas
temperaturas, a amplios rangos de pH y actividad en presencia de solventes orgénicos.
Las enzimas provenientes de microorganismos extremofilos tienen ademés grandes
ventajas frente a la catalisis quimica tradicional, ya que se puede obtener una gran
variedad de productos quimicos puros, menor liberacién de residuos contaminantes,

menor consumo de energia y mayor selectividad en las reacciones (1).

Se han realizado muchos estudios sobre las enzimas de microorganismos extremofilos,
dentro de ellas se encuentran las pululanasas, DNA polimerasas, ligasas, xilanasas,

proteasas, celulasas y lipasas (2).

Las enzimas lipoliticas pueden ser producidas por diferentes tipos de microorganismos
extremdfilos, como los termoacidéfilos que crecen a temperaturas superiores a los 55°C y
pH inferiores a 4.0. Dentro del dominio Archaea se encuentra la gran mayoria de
organismos termoaciddfilos productores de enzimas lipoliticas, principalmente esterasas.
Los géneros mas estudiados son Archaeoglobus, Sulfolobus y Picrophilus. En el afio 2009
se caracteriz6 la primera lipasa proveniente de termoaciddfilos, de la especie
Archaeoglobus fulgidus (3). Por el contrario dentro del dominio Bacteria sélo han sido
identificados dos organismos termoacidéfilos productores de esterasas perteneciente a
los géneros Alicyclobacillus y Acidothermus (4).

A partir de investigaciones realizadas en la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia
Ambiental (USBA), bajo el marco del proyecto GeBiX, que tiene como objetivo explorar,
aprovechar y valorar, la diversidad microbiana en ecosistemas extremos, se aislé un
microorganismo acidofilo, la cepa USBA-GBX-505, que en estudios previos utilizando el
analisis de la secuencia del gen 16S rRNA fue identificada como Acidocella sp y otro
termoacidofilo, la cepa USBA-GBX-499, identificada como Acidicaldus organivorans de los
manantiales termales El Coquito (A4) y Termales 1 (Al) respectivamente, localizados en
el PNN Los Nevados.

El objetivo de este trabajo fue determinar tanto cualitativa como cuantitativamente la
actividad lipolitica de Acidocella USBA-GBX-505 y Acidicaldus USBA-GBX-499, creciendo



en sus condiciones Optimas de temperatura y pH, en presencia de un sustrato lipidico

como Unica fuente de carbono.

2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, el bajo porcentaje de microorganismos aislados y cultivados representan
una pequefia parte (cerca del 1%) de los existentes en los diferentes ecosistemas de la
Tierra. Se estima que aproximadamente un 15% de estos organismos han sido

estudiados para generar diferentes aplicaciones biotecnolégicas (5).

Debido a la capacidad que tienen algunos organismos de vivir en ambientes extremos, se
ha aumentado el interés por estudiar sus metabolitos, y también sus enzimas. Debido a la
alta aplicabilidad que tienen enzimas como las proteasas y las amilasas, estas ocupan los
primeros lugares en produccion y ventas a nivel comercial, seguidas de estas estan las
lipasas microbianas que constituyen un grupo de enzimas con aplicaciones
biotecnolégicas  porque presentan propiedades como  estereoespecificidad,
regioselectividad, enantioselectividad y alta estabilidad frente a solventes organicos; estas
caracteristicas permiten por ejemplo la sintesis de enantidmeros puros, lo cual es de gran

interés para sectores como el farmacéutico y quimica fina (6).

Actualmente, los estudios de enzimas lipoliticas se han centrado en microorganismos que
son facilmente manipulables como los que pertenecen al género Pseudomonas, sin
embargo, en la blsqueda de extremozimas, muy poco se conoce sobre enzimas lipoliticas
producidas a partir de microorganismos acidéfilos y termoacidofilos que puedan resistir
altas temperaturas y/o bajos pH. Por lo tanto, es de interés evaluar la actividad enzimatica

de microorganismos que crecen bajo estas condiciones.

El banco de cepas de la USBA, cuenta con dos microorganismos extremofilos Acidocella
USBA-GBX-505 bacteria aciddfila y Acidicaldus USBA-GBX-499 bacteria termoacidofila,
gue fueron aisladas del PNN Los Nevados, a partir de sustratos lipidicos como Unica
fuente de carbono. En este estudio se evaluara si estos organismos presentan actividad
lipolitica lo que permitiria identificar cepas termoacidofilas cuyas enzimas lipoliticas

podran ser caracterizadas en profundidad en futuros estudios.



3. MARCO TEORICO / REFERENTES CONCEPTUALES

3.1 Microorganismos extremaofilos
Los microorganismos que crecen en condiciones ambientales adversas y extremas, son
conocidos como extremdfilos. Las condiciones en las cuales se pueden encontrar son:
presion (mayor a 100 atmésferas), salinidad (mayor de 1.0 M NacCl), altas concentraciones
de metales pesados, altos niveles de exposiciéon a radiaciéon, temperatura (mayor a 50°C y

menor a 10°C), pH (mayor a 8.0 y menor a 5.0), entre otros (7).

3.2 Microorganismos termoacidofilos

Son microorganismos que poseen la capacidad de vivir y multiplicarse bajo condiciones
extremas de altas temperaturas (entre 50°C y 92°C) y a pH &cidos entre 0 y 4. Sin
embargo, aquellos que presentan mayor resistencia a altas temperaturas, no son
necesariamente aquellos que toleran niveles méas acidos de pH (8, 9).

Archaea es el dominio que cuenta con mas microorganismos termoacidofilos descritos, se
encuentran géneros como: Picrophilus, Thermoplasma, Ferroplasma, Sulfolobus y
Acidianus (8). Algunos representantes dentro del dominio Bacteria son Alicyclobacillus,
Acidithiobacillus, Acidimicrobium, entre otros (10). Estos microorganismos han sido
aislados de habitats como termales, solfataras, fumarolas, sedimentos hidrotermales, etc.
gue son ambientes cuyas caracteristicas fisico quimicas pueden permitir el crecimiento de

estos organismos.

3.3 Enzimas de microorganismos termoacidofilos
La biocatalisis microbiana, especialmente la de los microorganismos extremdfilos puede
ser superior a la catalisis tradicional llevada a cabo en condiciones normales, debido a
gue sus enzimas pueden actuar en condiciones adversas, bajo las cuales, proteinas
convencionales, serian completamente denaturalizadas. Las enzimas de microorganismos
extremdfilos tienen caracteristicas especiales como estabilidad, especificidad, selectividad
y eficiencia, factores que las hacen atractivas industrialmente (2).
Existen muchas ventajas al utilizar enzimas que sean activas a altas temperaturas, ya que
en los procesos industriales llevados a cabo bajo esta condicion se incrementa la
solubilidad de muchos sustratos poliméricos resultando en el decrecimiento de la
viscosidad, incremento de la disponibilidad de sustrato, disminucién en los tiempos de
reaccion, y disminucion del riesgo de la contaminacion microbiana (11).
Las enzimas lipoliticas han sido reportadas en varios microorganismos termoacidofilos

incluyendo miembros del orden Thermoplasmatales y Sulfolobales (12) y bacterias como
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Alicyclobacillus acidocaldarius (13) y son de interés debido a que minimizan las emisiones
de contaminantes industriales, reducen el consumo de energia y simultineamente

mejoran la calidad y la pureza de los productos (1).
3.4 Enzimas lipoliticas de organismos termofilos y/o acidoéfilos

Las enzimas lipoliticas se han identificado en todos los dominios de la vida (Bacteria,
Archaea y Eucaria). Estas catalizan la hidrélisis de enlaces éster, generando un alcohol, y
un acido carboxilico. Estas enzimas pertenecen a la familiao/ -hidrolasa siendo las dos
mas importantes las lipasas verdaderas y las esterasas (3). Las lipasas verdaderas,
presentan una preferencia por sustratos con mas de 10 atomos de carbono y mayor
actividad frente a un estado insoluble de su sustrato y son activadas cuando son
absorbidas en una interfase lipido-agua. Esto se debe a que poseen residuos no polares
cerca de su superficie, incrustados alrededor de su sitio activo, el cual esta cubierto por
una estructura lid, caracteristica que las hace diferenciarse especialmente de las
esterasas. Por otro lado, las estereasas, presentan una preferencia por sustratos con
menos de 10 atomos de carbono y muestran su mayor actividad frente al estado soluble
de su sustrato (14).

Dentro de las caracteristicas fundamentales de las lipasas microbianas, se incluyen el no
requerimiento de cofactores, estabilidad a solventes organicos, amplia especificidad de
sustrato, enantio, estereo y regioselectividad, que permiten la sintesis de enantibmeros
puros, entre otros. Ademas de la hidrdlisis, las lipasas pueden llevar a cabo reacciones
reversas como esterificacion, alcohdlisis y aciddlisis (15).

Las lipasas pueden ser activas a diferentes pH, acidos, neutros y alcalinos, actuando la
gran mayoria a pH neutro. Existen microorganismos extremaofilos como los termoacidéfilos
los cuales pueden producir enzimas termoestables, que actian en amplios rangos de pH
(16, 17).

Sin embargo, actualmente muy poco se conoce sobre enzimas lipoliticas que puedan
resistir amplios niveles de temperatura y pH, algunas de ellas han sido evaluadas a partir
de organismos extremdfilos especialmente de los termofilos e hipertermdfilos, no obstante
se han identificado enzimas lipoliticas de organismos termoaciddfilos. Algunos de sus
representantes como Sulfolobus tokodaii tienen la capacidad de producir enzimas
lipoliticas tipo esterasa que actdan en un rango de pH entre 3 a 9, presentando la mayor
actividad a pH alcalino (8.0) y un rango de temperaturas entre 35 a 75°C, siendo el éptimo
a 70°C (18).



3.5 Técnicas para determinacién de actividad lipolitica
La medicion de la actividad lipolitica ha tenido gran dificultad, ya que la mayoria de las
enzimas lipoliticas son solubles en agua y actian sobre sustratos insolubles en ésta, lo
cual ha llevado a desarrollar una amplia gama de métodos para determinar su actividad.
Estos métodos pueden medir la cantidad de sustrato consumido, la cantidad de &cidos
grasos generados 0 la produccion de halos de hidrélisis del sustrato evaluado. Entre estos
se encuentran ensayos en placa con sustratos lipidicos, titulacion, nefelometria,
conductividad eléctrica, métodos colorimétricos y espectrofotométricos con sustratos
derivados del p-nitrofenil éster, espectrofotometria de masa, cromatografia liquida de alta

eficiencia, cromatografia de gases, métodos inmunolégicos, entre otros (19, 20).

3.5.1 Ensayos en placa con sustratos lipidicos
La lipdlisis es observada directamente por cambios en la apariencia de sustratos como
gliceril tributirato y gliceril trioleato los cuales son afadidos al medio de cultivo. La
produccion de la enzima se evidencia por la formacion de halos alrededor de las colonias.
Los colorantes fluorescentes como la Rodamina B, pueden ser usados en el medio que
contiene el sustrato emulsificado para detectar microorganismos lipoliticos. La hidrdlisis
del sustrato genera la formacién de halos naranjas 6 rosados fluorescentes alrededor de

las colonias que son visibles bajo irradiacion U.V (21).

3.5.2 Técnicas colorimétricas con sustratos derivados del p-nitrofenil éster
La actividad de las lipasas y las esterasas sobre sustratos lipidicos puede ser estimada
empleando ensayos con sustratos derivados del p-nitrofenil éster. ElI fundamento de esta
técnica es la estimacion colorimétrica del p-nitrofenol liberado como resultado de la
hidrolisis enziméatica del enlace éster que une el p-nitrofenol y el acido graso (15). La
aparicion de la coloraciéon amarilla por el p-nitrofenol puede ser monitoreada, leyendo a
una absorbancia de 410 nm. La actividad enzimatica es expresada en pumol de p-nitrofenol
liberado por minuto (19). Para esta técnica se pueden usar diferentes p-nitrofenil ésteres,
ya sean de cadena larga 6 corta. Algunos ésteres de cadena corta son el butirato y el
acetato que son empleados para medir actividad esterasa, mientras que los ésteres de
cadena larga como el acido hexadecanoico (palmitato) y acido 9-octadecenoico (acido
oléico) se emplean para medir la actividad de lipasas (22). La mayor ventaja de este
ensayo con respecto a otros métodos de rutina, como la titulacién, es la rapidez y la
simplicidad con la que se lleva a cabo. Sin embargo en algunas ocasiones, una solucién

turbia es obtenida en el proceso, la cual interfiere con la medida espectrofotométrica. Este



problema puede aliviarse afiadiendo surfactantes como el Triton X-100 para obtener una

solucién clara (15).
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General:

e Evaluar la actividad lipolitica de dos cepas, una termoaciddfila y otra aciddfila,
aisladas de manantiales termales del PNN los Nevados del banco de

microorganismos de la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental.
4.2 Objetivos especificos:

e Determinar las condiciones éptimas de temperatura y pH para el crecimiento, de
las cepas USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499.

e Evaluar cualitativa y cuantitativamente la actividad lipolitica de las cepas USBA-
GBX-505 y USBA-GBX-499.

5. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue llevado a cabo en la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia
Ambiental (USBA), hace parte del estudio del Centro de Excelencia de Genomica y
Bioinformatica en Ambientes Extremos (GeBiX).

Las cepas fueron tomadas del banco de microorganismos de la USBA, conservadas en
glicerol al 20% a -80°C. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Para cada
evaluacion se hicieron dos subcultivos consecutivos (subcultivo 1 (s1) y subcultivo 2 (s2)),
del s2 se parti6 para la realizacion de los ensayos. Como control positivo se emple6

Pseudomonas aeruginosa obtenida del cepario de USBA.

5.1 Poblacién de estudio y muestra

Las cepas Acidocella USBA-GBX-505 y Acidicaldus USBA-GBX-499 fueron seleccionadas
para determinar su actividad lipolitica, debido a que estas cepas tuvieron la capacidad de
crecer sobre sustratos lipidicos como Unica fuente de carbono, por otro lado al ser
organismos aislados de ambientes extremos hacen que sean de interés de investigacion
para los objetivos de GeBiX. Estas cepas fueron aisladas de manantiales termales del
PNN Los Nevados; la cepa USBA-GBX-505 fue aislada del termal el Coquito (A4) que
tiene pH de 2.7 y una temperatura de 29°C, y USBA-GBX-499 del manantial Termal 1
(A1) que presenta un pH de 2.0 y una temperatura de 57°C.
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5.2 Medio de cultivo y condiciones de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue el medio 991(23) (anexo 1) a pH a 3.0, las fuentes de
carbono fueron sustratos lipidicos con &cidos grasos tanto de cadena larga como de
cadena corta (concentracion final de 10mM) (anexo 2) los cuales se adicionaron luego de
esterilizar el medio. Los medios de cultivo fueron inoculados con 10%v/v del s2. La
temperatura de incubacion para USBA-GBX-505 fue de 35°C y para USBA-GBX-499 de
55°C.

5.3 Caracterizacién fenotipica
Las cepas USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499 se caracterizaron fenotipicamente
evaluando morfologia, coloracién de Gram, movilidad, catalasa, condicion frente al

oxigeno y caracteristicas de sus colonias.

5.4 Determinacion de condiciones 6ptimas de crecimiento

5.4.1 Determinacion de la temperatura 6ptima de crecimiento

Para conocer la temperatura 6ptima de crecimiento de cada cepa se evaluaron
temperaturas entre 20°C y 70°C, con rangos de 5°C. Se realizaron lecturas a 580nm por
espectrofotometria cada 3 horas durante 48 horas. La absorbancia fue transformada a
concentracién (ug de biomasa seca/ml) por medio de la curva de peso seco realizada bajo
la metodologia descrita en el anexo 2. Después de transformados los datos, se obtuvieron
las velocidades especificas de crecimiento p especifica (expresada en h™), esta
corresponde a la pendiente de la recta: LN (DO) = u especifica * tiempo (horas) +
intercepto y el tiempo de duplicacion expresado en horas: Td= LN(2)/u especifica. La
temperatura 6ptima fue escogida teniendo en cuenta en qué punto se presenté una mayor

M especifica y un menor tiempo de duplicacion.

5.4.2 Determinacion del pH 6ptimo de crecimiento

Para conocer el pH 6ptimo de crecimiento de los microorganismos se evaluo la biomasa a
diferentes valores de pH de 1.0 a 8.0 con rangos de 0.5. Se realizaron lecturas a 580 nm
por espectrofotometria cada 3 horas durante 48 horas. La absorbancia fue transformada a
concentraciéon de g de biomasa seca/ml por medio de la curva de peso seco realizada
bajo la metodologia descrita en el anexo 2. Después de transformados los datos, se
obtuvieron las velocidades especificas de crecimiento u especifica (expresada en h™),
esta corresponde a la pendiente de la recta: LN (ug de biomasa seca/ml) = u especifica *

tiempo (horas) + intercepto y el tiempo de duplicacién expresado en horas: Td= LN(2)/ u
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especifica. ElI pH optimo fue escogido teniendo en cuenta en qué punto se presentd una

mayor | especifica y un menor tiempo de duplicacion.

5.5 Determinacion de actividad lipolitica por medio de técnicas cualitativas

5.5.1 Evaluacién por medio de halos de hidrélisis

Para la evaluacion cualitativa de la actividad lipolitica de las cepas USBA-GBX 505 y
USBA-GBX 499 se tom6 como base el medio de cultivo 991 solido (preparado
adicionando phytagel a una concentracion de 25 g/L) suplementado con gliceril tributirato,
Tween 80, etil oleato, acido oléico ¢ aceite de palma al 1%, Triton X-100 al 0.1% v/v y
CaCl, al 0,01% p/v. Después de esterilizar el medio de cultivo se llevé a sonicar por 15
minutos para lograr que el sustrato se homogenizara en el medio.

Para la evaluacion se siguieron tres métodos de siembra; a partir de cultivo fresco en fase
exponencial se sembr6 en cada medio por agotamiento, siembra en superficie, y siembra
de 10pl del cultivo en dos discos puestos en el medio. La actividad lipolitica fue detectada
por medio de halos de hidrolisis visibles alrededor de cada colonia, 6 de cada disco.

El halo de hidroélisis fue medido como, el didametro de la colonia mas el halo de hidroélisis

menos el diametro de la colonia (24).

5.5.2 Evaluacion de crecimiento en diferentes sustratos lipidicos

Se evaluaron los siguientes sustratos lipidicos: gliceril tributirato, acido oléico, etil oleato,
gliceril trioleato, Tween 80, aceite de oliva y aceite de palma (anexo 3). El crecimiento de
las cepas en cada sustrato se verificé por microscopia, usando como control negativo, el
medio 991 con el sustrato sin inocular.

A partir de esta evaluacion cualitativa se escogié el sustrato lipidico para determinar

cuantitativamente la actividad lipolitica de cada cepa.

5.6 Determinacion cuantitativa de la actividad lipolitica

Se realizé una fermentacion discontinua bajo las condiciones 6ptimas de crecimiento de
las cepas utilizando el sustrato lipidico gliceril tributirato para USBA-GBX-499 y Tween 80
para USBA-GBX-505. La cepa USBA-GBX-505 fue mantenida en agitacion a 120 r.p.m,
durante toda la cinética. Se tomaron muestras a las horas 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96
y 108, para realizar la evaluacion de la actividad lipolitica a partir de los extractos crudos
(anexo 4) y también evaluar el crecimiento por recuento en placa.

Para el recuento en placa se tomaron muestras del cultivo realizando diluciones de 10" a

10°. Las (ltimas tres diluciones se sembraron en superficie en medio 991 suplementado
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con glucosa 10mM y se llevd a incubar a condiciones Optimas de cada cepa durante 3
dias. El crecimiento se midié a partir del recuento en UFC/ml y posteriormente estos

datos fueron transformados a Log10 UFC/ml.

5.7.1 Evaluacion de la actividad lipolitica por medio de técnicas cuantitativas,
meétodo colorimétrico:

5.7.1.1 Ensayos enzimaticos usando sustratos derivados del p-nitrofenil éster

Se realiz6 la curva patron del p-nitrofenol, en la cual se tomd el p-nitrofenol a diferentes
concentraciones conocidas entre 25uM - 0,625uM y se le adicionoé el buffer HEPES a una
concentracion final de 50mM pH 7.5, se midi6 la absorbancia por espectrofotometria y se
tomo6 como blanco el buffer.

La actividad de la enzima fue medida espectrofotométricamente usando p-nitrofenil
butirato y p-nitrofenil palmitato como sustratos. 200 ul del extracto crudo de la enzima
(anexo 4) fueron mezclados con 2.275 ml de buffer HEPES a 50 mM pH 7.5 6 buffer MES
a 50mM pH 4.0. Esta mezcla, fue preincubada durante 10 minutos a una temperatura de
30°C (USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499) y de 55°C (USBA-GBX-499). La reaccién se
empezé afadiendo 25 pl de la solucion stock del sustrato (50mM de p-nitrofenil éster
disuelto en acetonitrilo). Esta se llevé a incubar durante 30 minutos en cada temperatura
correspondiente. El incremento de la absorbancia a 410 nm fue leido frente a un blanco
gue no tenia la enzima. Todas las mediciones fueron calculadas por triplicado. Bajo estas
condiciones se tom6 como unidad de actividad enzimatica (U) aquella cantidad de enzima
gue catalizé la formacion de 1umol de p-nitrofenol (pNP) por minuto. La actividad fue
expresada en U/L.

Cuando se us6 el p-nitrofenil palmitato como sustrato, 0.05 ml de Triton X-100 (0.1%)
fueron afadidos a 2.225 ml de Buffer HEPES 50 mM pH 7.5. La solucién stock del
sustrato fue sonicada durante 15 minutos, antes de dar inicio a la reaccion.

Los controles utilizados fueron Pseudomonas aureginosa, el medio basico 991 y el medio

991 suplementado con el sustrato lipidico.

5.8 Cromatografia de Gases:

La determinacion de &cido butirico producido en la fermentacion discontinua de
Acidicaldus USBA-GBX-499 en gliceril-tributirato se cuantificé por cromatografia de gases
(CG). Para ello, se realiz6 la curva de calibracion utilizando como estandar patrones de

acido butirico en diferentes concentraciones.
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Se utiliz6 un cromatégrafo Shimadzu GC 2014 equipado con una columna RT™ 2560 de

100 m y 0,25 mm de didmetro, y 0,2 um de diametro interno, detector de ionizacion de

llama (FID) y helio como gas transportador a una velocidad lineal de 14,4 cm/seg. El

gradiente de temperatura trabajado fue de 180°C a 200°C a 1°C/min. La temperatura del

inyector fue de 250°C y del detector fue de 220°C.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracteristicas Generales de las cepas USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499.

En este trabajo se caracterizaron dos cepas Acidocella USBA-GBX-505 y Acidicaldus
USBA-GBX-499, bacilos Gram negativos aerobios (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas generales y morfologia de las cepas USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499.

% similitud | Morfologia Gram Colonias Movilidad | Catalasa | Condicién Sustratos
Cepa | gen 16S frente al | de
rRNA. Oxigeno crecimiento
USBA- | Acidocella Bacilos solos 6 | Gram Blancas, Movil Positivo Aerobio -T.80
GBX- facillis. formando Negativo | cremosas, -Etil oleato
505 98% cadenas (Figura pequefias, _Acido oléico
1). redondeadas, -Glucosa
uniformes. _Xilosa
-Peptona
USBA- | Acidicaldus Bacilos solos, en | Gram Cafés, Movil Negativo Aerobio -Gliceril
GBX- organivorans parejas 6 | Negativo | cremosas, tributirato
499 99% formanando pequefias, -Aceite de
cadenas, redondeadas, Palma
moviles (Figura de bordes -Glucosa
2). regulares. _Etanol
-Xilosa
-Peptona
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Figura 1. Fotografia de la cepa USBA-GBX-505 tomada a las 60 horas de cultivo, en medio 991

suplementado con Tween 80 1ul/ml.

f ‘} '.\f_'“". A "‘ ' 4 ;'
na, PPV O R

Figura 2. Fotografia de la cepa USBA-GBX-499 tomada a las 48 horas de cultivo, en medio 991

suplementado con tributirina 10mM.

El género Acidocella tiene 3 especies, A. facilis, A. aluminidurans y A. amilolytica, las
cuales son bacilos Gram negativos aerobios, acidofilos obligados, meséfilos, no
presentan esporas y pueden crecer quimiorganotréficamente a partir de sustratos como la
glucosa, la xilosa y la arabinosa. Estas caracteristicas son similares a las presentadas por
la cepa USBA-GBX-505 que al igual que las especies de Acidocella no es capaz de

utilizar ningun aceptor de electrones diferente al O, (25).

Por otro lado la cepa USBA-GBX-499, presenta caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas
semejantes a A.organivorans, ambos son bacilos Gram negativos aerobios, acidofilos
obligados, termdfilos, no presentan esporas, son heterétrofos obligados que puede crecer
en presencia de glucosa, xilosa, etanol, entre otros y son capaces de oxidar compuestos
como el azufre elemental. Sin embargo, difieren en que la cepa USBA-GBX-499 no es
capaz de crecer anaerobiamente en presencia de Hierro férrico como lo hace A.

organivorans (26).
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6.2 Condiciones 6ptimas de crecimiento

6.2.1 Condiciones Optimas de crecimiento de la cepa USBA-GBX-505

El crecimiento de la cepa USBA-GBX-505 se dio entre 25°C y 45°C (figura 3), siendo su
temperatura 6ptima 30°C, con una velocidad especifica de crecimiento de 0,13 h* y un
tiempo de duplicacion de 5 h, y los resultados indican que esta es una bacteria mesofila.
Su crecimiento ademas fue medido en medios de cultivo con diferentes valores de pH
desde 1.0 hasta 7.0 con rangos de 0.5. Esta cepa crecio dentro del intervalo de 2.5 a 5.0
(figura 3) siendo su pH 6ptimo 3.5.

u especifica h!

0,170 -
0,2 -
0,120 - 0,15 -
£ 01 -
0,070 - S
@ 0,05 -
@
. L}
0'020 : O T #\J T T T T T Yv¢ 1
0,030 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 005 002115 22333>445555665
Temperatura (°C) pH

Figura 3. Determinacion de la temperatura y el pH 6ptimo de crecimiento de Acidocella USBA-GBX-505.

Hiraishi y colaboradores (1995), reportan que el género Acidocella crece en un rango de
pH entre 3.0 y 6.0, algunas cepas pueden crecer a pH 2.5, pero no hay crecimiento a pH =
6.1 (25). Valores similares fueron encontrados en este estudio (figura 3), en donde hubo
crecimiento en el rango de pH de 2.5 a 5.0, con un oOptimo de 3.5. Estos resultados
indican y confirman que efectivamente esta cepa es un microorganismo aciddfilo, pues es
incapaz de crecer a pH superiores a 5.5.

6.2.2 Condiciones Optimas de crecimiento de la cepa USBA-GBX-499

La cepa USBA-GBX-499 crece en un rango de temperaturas entre 35°C y 70°C, siendo su
temperatura 6ptima 60°C, con una velocidad especifica de crecimiento de 0,13 h y un
tiempo de duplicacion de 5,2 horas (Figura 4)
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Figura 4. Determinacion de la temperatura y el pH 6ptimo de crecimiento de Acidicaldus USBA-GBX-499.

La temperatura 6ptima de crecimiento encontrada en el estudio de Johnson et al. en el
2007 para la cepa A. organivorans estuvo entre 50°C y 55°C con un rango de crecimiento
entre 40°C y 60°C (26). Esta es otra caracteristica diferencial con USBA-GBX-499 ya que
esta ultima puede crecer hasta 70°C y su temperatura 6ptima es 60°C indicando que esta
cepa es un microorganismo terméfilo, mas no hipertermofilo porque es incapaz de crecer
a temperaturas superiores de 70°C (26).

Acidicaldus USBA-GBX-499 present6é crecimiento dentro del intervalo de pH 2.0 a 4.0
(figura 4), siendo su pH o6ptimo 3.0, clasificAndose como un aciddfilo obligado, con una
velocidad especifica de crecimiento de 0,12 h™ y un tiempo de duplicacién de 5,5 horas.
Datos similares fueron encontrados en A. organivorans que puede crecer en pH desde
1.75 hasta 3.0, siendo su Optimo de 2.5 a 3.0 (26).

6.3 Evaluacién de crecimiento en diferentes sustratos lipidicos

Se evalud el crecimiento de las cepas USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499, en diferentes
sustratos lipidicos, a una concentracion final de 10mM, los resultados de su crecimiento,
se presentan en la tabla 2. Esta medicion no pudo ser realizada espectrofotométricamente
por aumento de turbidez, debido a que algunos sustratos lipidicos son opacos,

generando interferencias en la lectura de las absorbancias.
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Tabla 2. Evaluacién de crecimiento en diferentes sustratos lipidicos de las cepas USBA-

GBX-505 y USBA-GBX-499.

Sustrato

Crecimiento*

GBX-USBA-505

GBX-USBA-499

Gliceril tributirato

+

++++

Acido oléico

+++

+++

Etil oleato

++++

+++

Gliceril trioleato

Tween 80

++++

Aceite de oliva

+

Aceite de palma

+++

++++

*Crecimiento evaluado frente a un control en donde so6lo esta creciendo la cepa a expensas del extracto de levadura
(0.1g/L) del medio. Cada + indica cuanto mas crecio la cepa comparando con este control.

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede observar que USBA-GBX-505, presenta
preferencia por sustratos con acidos grasos de cadena larga como el etil oleato (C18), el
acido oléico (C18) y el Tween 80 (monoester del acido oléico). Esto puede indicar que la
enzima lipolitica que presenta esta bacteria es una lipasa, las cuales se caracterizan por

preferir sustratos con mas de 10 atomos de carbono (14).

Por otro lado la cepa USBA-GBX-499, presentd su mayor crecimiento usando el gliceril
tributirato como Unica fuente de carbono (Tabla 2), este sustrato es un glicerol unido a 3
cadenas de acido butirico (C4), por lo tanto, teniendo en cuenta que las esterasas
presentan preferencia por sustratos con menos de 10 atomos de carbono (14), es posible
gue esta bacteria posea una esterasa. No obstante, al observar crecimiento con sustratos
gue tienen acidos grasos de cadena larga como aceite de palma vy etil oleato, es posible
gue la enzima de este organismo actle sobre una amplia gama de sustratos, como es
reportado por Burcu y Metin (2006) para Bacillus sp 4, que presentd una esterasa capaz

de hidrolizar sustratos con acidos grasos de cadena larga como el Tween 80 (27).

6.4  Determinacion de actividad lipolitica por medio de técnicas cualitativas

Se evaluo la actividad lipolitica a partir de pruebas cualitativas para evidenciar presencia

de halos de hidrdlisis, de los sustratos donde se observé mayor crecimiento (Tabla 2).

Los resultados obtenidos a partir de esta técnica cualitativa, permiten confirmar los datos

observados en la prueba de sustratos lipidicos (tabla 2), indicando la preferencia de la
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cepa USBA-GBX-505 por sustratos con cadenas largas de acidos grasos. Kouker et
al.(1987) reportan que la lipdlisis puede ser observada directamente por cambios en la
apariencia de sustratos lipidicos que son emulsificados en el medio de cultivo, en donde la
actividad lipolitica es indicada por la formacion de halos de hidrdlisis alrededor de la
colonia (28). Acidocella cepa USBA-GBX-505, presento halos de hidrolisis de 5 mm en
medio suplementado con etil oleato 1% (Tabla 3, Figura 5) y halos de 6 mm en medio con
Tween 80. Esto indica que su enzima lipolitica, tiene la capacidad de cortar sustratos con

acidos grasos de cadenas de 18 carbonos.

Tabla 3.determinacion de actividad lipolitica por medio de técnicas cualitativas para la
cepa Acidocella USBA-GBX-505

USBA-GBX 505

Sustrato Halos de hidrolisis

Tween 80 Crecimiento y halo de
hidrélisis de 6 mm

Etil Oleato Crecimiento y halo de
hidrélisis de 5 mm (Figura 5)

Figura 5. Halos de hidrdlisis de la cepa Acidocella USBA-GBX-505 formados después de 6 dias de
crecimiento en medio 991 pH 3.5 suplementado con Etil oleato 1%, CaCl, 0.01% y rodamina B.

La cepa Acidicaldus USBA-GBX-499, aunque presentdé buen crecimiento en algunos
medios, en ninguno produjo halos de hidrdlisis, es posible que la bacteria tome el sustrato
lipidico como fuente de carbono, pero la actividad lipolitica en las condiciones en las que
se realiz6 la prueba es muy baja 6 no pudo ser detectada. Sin embargo, se puede
considerar que el sustrato si es consumido porque en la prueba de crecimiento con
sustratos lipidicos en medio liquido se observo crecimiento abundante (tablas 2 y 4) con
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respecto al medio control que s6lo contenia el extracto de levadura (0.1g/L). En ensayos
preliminares realizados para esta cepa con p-nitrofenil butirato se observd actividad
lipolitica en sustratos como aceite de palma (431 U/L), etil oleato y acido oléico. Por lo
tanto es importante verificar la actividad no solo por métodos cualitativos sino también

cuantitativos.

Tabla 4. Crecimiento en sustratos lipidicos de las cepas USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499

Acidocella USBA-GBX-505 | Acidicaldus USBA-GBX-499

Sustrato: Tween 80 Sustrato: Gliceril tributirato

Aumento de turbidez, frente a un control de solo el medio mas el sustrato (el control es el tubo que esta
primero en cada imagen)

6.5 Evaluacion de la actividad lipolitica por medio de técnicas cuantitativas

Ensayos enziméticos usando sustratos derivados de p-nitrofenil éster

La actividad de la enzima lipolitica de Acidocella USBA-GBX-505 fue evaluada durante una
fermentacién de 108 horas, utilizando medio base 991 a pH 3.5 suplementado con Tween
80 (1pl/ml) como sustrato lipidico. Como se puede observar en la figura 6, esta bacteria
termind su fase exponencial alrededor de la hora 24, y la enzima lipolitica alcanzé su
mayor actividad entre las horas 36 y 48, con valores de actividad entre 317.7 U/L y 315.3
U/L respectivamente, durante la fase estacionaria y empezé a declinar a partir de la hora
60.
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Figura 6. Curva de crecimiento y actividad lipolitica de Acidocella USBA-GBX-505 a 30°C pH 7.5, utilizando p-

nitrofenil butirato como sustrato.

Al evaluar esta enzima en pH é&cido (pH 4.0), no se detectd actividad por medio de la
técnica colorimétrica usando p-nitrofenil butirato como sustrato. Sin embargo, un estudio
realizado por Tatsuya et al. en el 2002 indica la presencia de una esterasa extracelular
acida en la cepa Acidocella facilis sp. AlU409, caracteristica que diferencia esta enzima
con la enzima de la cepa, ya que su actividad lipolitica solo pudo ser detectada en un pH
cercano a la neutralidad (29). Por otro lado la actividad de la enzima fue evaluada también
en dos temperaturas 30°C y 55°C, determindndose que a 55°C, la enzima lipolitica de
Acidocella USBA-GBX-505 no presento actividad.

La actividad de la esterasa de USBA-GBX-499, fue evaluada a lo largo de una
fermentacion de 108 horas, en medio base 991 a pH 3.0 suplementado con gliceril
tributirato  10mM como sustrato lipidico. En la figura 7 se puede observar el
comportamiento de esta bacteria que finaliz6 su fase exponencial a la hora 12 de
crecimiento, y su enzima alcanz6 su maxima actividad a la hora 48 con un valor de 675.6
U/L, es decir al final de fase estacionaria, su actividad empezé a bajar rapidamente a partir
de la hora 60.
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Figura 7. Curva de crecimiento y actividad esterasa de Acidicaldus USBA-GBX-499 a 55°C pH 7.5, utilizando p-

nitrofenil butirato como sustrato.

La actividad esterasa de esta cepa fue evaluada por la técnica de p-nitrofenil butirato a pH
acido (4.0), pero no se obtuvo actividad bajo esta condicion, mientras que al evaluarla en
un pH cercano a la neutralidad, la actividad pudo ser detectada (figura 7). Esta
caracteristica es similar a la presentada en la gran mayoria de enzimas de
termoacidofilos. La primera enzima lipolitica aislada y caracterizada de un microorganismo
termoacidofilo fue una esterasa de la archaea Sulfolobus acidocaldarius (3). Gran parte de
estas esterasas, presentan estabilidad y optimizan su actividad en temperaturas > 60 °C,
pero aunque sean aisladas de microorganismos termoacidofilos, su mayor actividad se da
a pH neutro 6 basico (3). Ademas, para el caso de Acidicaldus USBA-GBX-499 se
determiné que al evaluar su actividad a 30°C y 55°C, fue en la temperatura mas alta,
donde pudo ser cuantificada, mientras que a 30°C, su actividad no pudo ser detectada,

indicando que esta es una enzima que actla en temperaturas altas.

Hasta el momento no hay algun reporte sobre esterasas caracterizadas para Acidicaldus
organivorans, sin embargo a partir del presente estudio se obtuvieron resultados de la
actividad lipolitica de la cepa Acidicaldus USBA-GBX-499, que puede ser comparada con
otras bacterias terméfilas como Thermus thermophilus, esta bacteria en condiciones de
agitacion a 70°C, produce aproximadamente una actividad de 220U/L a las 72 horas de
fermentacion (30). La cepa USBA-GBX-499 produce 675 U/L a las 48 horas de

fermentacion, valor considerable comparado con el anterior estudio.
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La actividad esterasa de esta bacteria en presencia de gliceril tributirato pudo confirmarse
indirectamente por la produccion de acido butirico (metabolito derivado de la hidrolisis de

este sustrato), el cual se detectdé a la hora 48 de la fermentacion discontinua (figura 8).

CELT
1

Acido
butirico

Peak2 PerTime  Arez Height Conc. Unit Mark D% = Coopd Name
16963 1320 187 040 mM WV 1 Budrico
21573 1306 148 Q000

Totl 36946 EEE]

Figura 8. Deteccion de &cido butirico a las 48 horas de fermentacién discontinua por cromatografia de gases.

Dentro del dominio bacteria, poco se conoce de enzimas lipoliticas de organismos
termoacidofilos, estas solo han sido reportadas para Alicyclobacillus acidocaldarius y
Acidothermus cellulolyticus (4). En A. acidocaldarius, a partir de un sistema de expresion
heterdlogo se ha caracterizado una esterasa que actla a una temperatura de 60° y a un
pH de 7.5 (31); mientras que para A. cellulolyticus han sido identificados 8 genes a partir
de la secuenciacion de su genoma que codifican para la produccion de esterasas, las

cuales aun no han sido caracterizadas (32).

Por lo tanto, continuar las investigaciones de las enzimas de estos microorganismos
termoacidofilos contribuira en el desarrollo de estudios relacionados con la biocatalisis de

organismos extremos y sus aplicaciones.

7. CONCLUSIONES

7.1 La cepa Acidocella USBA-GBX-505, es un aciddfilo obligado, ya que crece
adecuadamente a un pH de 3.5. Se concluye también que es una bacteria mesdfila con

un rango éptimo de temperatura entre 30°C y 37°C.
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7.2 La cepa Acidicaldus USBA-GBX-499, es una bacteria aciddfila, teniendo en cuenta
que crece en un rango de pH 6ptimo entre 2.0 y 4.0. Es ademds un organismo termdfilo

ya que crece adecuadamente a temperaturas superiores a los 50°C.

7.3 Se determind que Acidocella USBA-GBX-505, presenta su mayor actividad lipolitica

en su fase estacionaria, siendo esta de 317.7 UJ/L.

7.4 Se evidencio que esta cepa presenta preferencia por sustratos con acidos grasos de

cadena larga en su estructura.

7.4 Se establecié que la cepa Acidicaldus USBA-GBX-499 present6 actividad lipolitica de

675.6 U/L, sobre gliceril tributirato, y fue detectada en su fase estacionaria.

8. RECOMENDACIONES

8.1 Evaluar condiciones Optimas de crecimiento de los microorganismos para optimizar la

produccion de la enzima lipolitica (aeracion, salinidad, relacién C/N, entre otros).

8.2 Evaluar las condiciones 6ptimas de actividad (pH y T°) de las enzimas reportadas
para las cepas USBA-GBX-505 y USBA-GBX-499.

8.3 Evaluar nuevos sustratos derivados del p-nitrofenil éster, y determinar la especificidad

por sustrato de cada enzima.
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ANexos:

Anexo 1. Medio 991 o Caldisphaera lagunensis (ltoh et al. 2003) modificado

COMPONENTE

(NH4)2 S04

KH2 PO4

Mg SO4 x 7 H20
CaCl2 x 2 H20
FeSO4

Extracto de levadura

g/L

13 g
0,28¢g
0,25¢
0,07g
0,02g
0,19

Solucién elementos traza SL-10 10 ml

Agua desionizada

1000 ml

Anexo 2.Sustratos lipidicos evaluados.

Sustrato

Concentracion inicial

Concentracion final

Gliceril-trioleato

0.25M

10mM

Tributirina 0.25M 10mM
Etil oleato 0.25M 10mM
Acido oléico 0.25M 10mM
Acido dodecandico 0.25M 10mM
Acido palmitico 0.25M 10mM
Acido butirico 1M 10mM
Tween 80 No aplica 1pl/ml
Aceite de oliva No aplica 1pl/ml

Anexo 3. Establecimiento de una curva de calibracién para determinacion de peso

seco bacteriano.

1. Primer lavado

1.1 Centrifugar durante 10’ a 4000 rpm a 4°C un volumen de medio de cultivo en fase

exponencial de 1 o 1.5 |, lavandolo con agua fisiologica estéril 0.85%.

El objetivo de lavar las células es eliminar del medio de cultivo una gran cantidad de sales
0 YE que pueden falsear los resultados porque estos pueden quedar en el precipitado.
Para poder dejar la suspension homogénea se debe pasar por el vortex, no deben quedar

agregados.
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1.2 Una vez finalizada la centrifugacion, descartar delicadamente el sobrenadante en un
vaso de precipitados. Suspender el conjunto de precitados (de los diferentes tubos de
centrifuga) en 200 ml de agua fisioldgica estéril 0.85%p/v con agitadores de vidrio.

1.3 Centrifugar de nuevo tomando las mismas precauciones anteriores durante 10’ a 4°C
y 7000 rpm.

2. Segundo lavado

2.1 Recuperar los precipitados y suspenderlos en 200 ml de H,O milig y centrifugar de
nuevo en las mismas condiciones.

2.2 Después del segundo lavado, las células son puestas en suspension homogénea
en 100 ml de H,O A y colocadas inmediatamente en hielo para evitar lisis bacteriana.

2.3 Dividir esta suspension madre (SM) en dos fracciones alrededor de 50 ml cada una.

2.4 Seguir el esquema de peso seco

2.5 Tomar una de estas fracciones (1/100e), esta servira para conocer la DO teérica de la
SM:

3. Secado de células

De la otra fraccion de SM, tomar 10 ml o 20 ml (réplicas) cuidando de homogenizar
previamente. Luego disponerlas en capsulas de porcelana previamente secadas al horno
y pesadas. Llevar las dos capsulas al horno a 105°C durante 4 horas, luego pesar estas
capsulas habiéndolas dejado enfriar previamente en campana de desecacion. Volver a
pesar cada media hora hasta que se obtenga peso constante.

4. Diluciones de la suspensién madre (SM)

Para determinar las diluciones es necesario conocer el valor tedrico de la DO de la SM.
Una vez se conoce la DO de la SM se realiza una primera dilucién de esta fraccion (1/x) ,
teniendo en cuenta que la DO tedrica de esta dilucion debe estar entre 1 Y 2. Esta nueva
dilucion que se denominara suspension de trabajo (ST) sera utilizada para hacer la serie
de diluciones de 1/10 (en solucidn salina 0.85%) a las cuales se les medira la DOxsg.

Tabla 1. Diluciones de la Suspension de trabajo (ST)

Dilucion | 1/10 2/10 3/10 4/10 5/10 6/10 7/10 8/10 9/10

25



ST 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900
NaCL 900 | 800 | 700 | 600 | 500 | 400 | 300 | 200 | 100
0.85%

Vi 1000p! | 1000pI | 2000y | 100OpI | 2000yl | 1000p! | 2000 | 1000pI | 1000l

4.2 Estas diluciones se preparan en tubos Eppendorf y se leen en el espectrofotometro a
580 nm utilizando solucion salina al 0.85% como blanco. Normalmente los valores mas
concentrados (diluciones 5/10 a 9/10) no ofrecen buenos resultados porque a estas [] se
pierde la linealidad en la gréfica y por eso se hace un segundo conjunto de diluciones mas
finas

Tabla 2. Diluciones de la suspension de trabajo mas finas.

Dilucion 1/25 1/20 3120 5/20
ST 40 50 150 250
NaCl 0.85% 960 950 850 750
Vi 1000l 1000l 1000l 1000l

4.3 Una vez se tengan suficientes puntos se traza la curva diluciones vs DO 580 nm y se
calcula la ecuacion, en donde el valor importante es la pendiente.

4.4 Cuando se haya establecido el peso seco de las bacterias en las capsulas, se calcula
el peso seco de bact/ml de SM. Una vez calculado el peso seco para la ST, se calcula
para cada dilucion el peso seco correspondiente. Se convierten las diluciones en
concentraciones: g de bacterias peso seco/ mi

4.5 Se calcula el peso seco (ug/ml) vs DOsg y de la ecuacion de la recta se calcula la
pendiente.

Anexo 4. Obtencion del extracto crudo para enzimas extracelulares.

Se tomaron 2 ml de la cepa crecida con el sustrato lipidico y se centrifugaron por 10
minutos a 11.000 r.p.m. El sobrenadante (extracto crudo) obtenido fue filtrado (0.45) y se

utilizé para realizar los ensayos (5).
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