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INTRODUCCION GENERAL

1 LOS LiPIDOS

El término “lipido” define sustancias de origen bioldgico como aceites, grasas y
ceras que son solubles en solventes organicos, pero que son insolubles o levemente
solubles en agua. Por tanto, en ambientes acuosos tienden a asociarse mediante fuerzas
no covalentes dando lugar a gotas oleosas, en el caso de los lipidos hidrofobicos, o
dando lugar a monocapas, bicapas o micelas, en el caso de los lipidos anfipaticos

(Boyer, 2000; Mathews et al., 2000).

Estas moléculas se encuentran en todos los seres vivos, en los que llevan a cabo
funciones bioldgicas muy diversas debido a su elevada heterogeneidad quimica. Asi,
intervienen en la formacion de las membranas bioldgicas, en el almacenamiento de
energia, son aislantes, y actuan como moléculas mensajeras, vitaminas, pigmentos,
transportadores de electrones, cofactores enzimdticos y detergentes, entre otras

funciones (Boyer, 2000).

Los lipidos se pueden clasificar de diferentes maneras, aunque en general se

dividen en:

e Lipidos simples: son los que contienen uno o dos tipos de moléculas diferentes, e
incluyen, entre otros, a los hidrocarburos, los alcoholes, aldehidos y &cidos
grasos, los eicosanoides, los polihidroxialcanoatos, las cutinas, las suberinas, los
cianolipidos, los acilgliceroles (o acilglicéridos), las ceras, las ceramidas, los

lipoaminoacidos y lipopéptidos, los lipidos fenodlicos, los terpenos, los alcaloides

33



e Microbial lipases with interest in biotechnology and infectious diseases

isoprénicos, las quinonas lipidicas, los alcoholes vitaminicos y los esteroides

(http://www.cyberlipid.org).

e Lipidos complejos: son aquellos que contienen glicidos en su estructura, y los que
estan formados por tres o mas tipos de moléculas diferentes. Incluyen a los
gliceroglicolipidos, los glicerofosfolipidos, las esfingomielinas, los ganglidsidos,
los cerebrosidos, los lipoaminoécidos glicosidicos, los acilglicésidos, los

lipopolisacaridos y los proteolipidos, entre otros (http://www.cyberlipid.org).

De los lipidos mencionados, los acidos grasos y los acilglicéridos son de especial
interés. Los acidos grasos estdn formados por cadenas hidrocarbonadas saturadas o
insaturadas que contienen al menos un grupo carboxilico en uno de sus extremos. Estas
moléculas intervienen en multiples funciones bioldgicas, y estan en la base de la

biosintesis del resto de lipidos (Boyer, 2000).

Los acilglicéridos estdn formados por uno, dos o tres acidos grasos esterificados
a una molécula de glicerol (mono, di y triacilglicéridos, respectivamente), y estan,
implicados en varias funciones bioldgicas: reserva energética, aislamiento, sefializacion
intra e intercelular, etc. Estos compuestos pueden ser hidrolizados mediante soluciones
alcalinas (saponificacion), o mediante la actividad de unas enzimas llamadas lipasas que

liberan un 4cido graso cada vez (Gunstone, 1999; Boyer, 2000).

2 PROPIEDADES GENERALES DE LAS LIPASAS

Las lipasas son éster hidrolasas carboxilicas que rompen los enlaces éster del los
acilglicéridos mediante la adicion de una molécula de agua, dando lugar a acidos grasos
libres y glicerol (Bornscheuer, 2002; Gupta et al., 2004). Su funcidén biologica es
incierta en muchos casos, aunque parece que estan relacionadas con la bioconversion de
lipidos entre diferentes organismos y dentro del mismo organismo, en relacion con
diferentes procesos como el aprovechamiento de fuentes de carbono y la modificacion o

el reciclaje de las membranas celulares (Schmid & Verger, 1998; Bornscheuer, 2002),
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asi como en la detoxificacion de biocidas y agentes contaminantes (Khalameyzer et al.,
1999; Margesin et al., 2003). Ademas, estas enzimas pueden actuar como factores de

virulencia en determinadas patologias (Jaeger et al., 2004).
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Figura R.2. Hidrdlisis y sintesis de acilglicéridos mediante lipasas.

“Lipasa” o “enzima lipolitico” son términos genéricos que incluyen dos grupos
principales de enzimas: (1) carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) y (2) lipasas “auténticas” (EC
3.1.1.3), aunque a veces también se incluyen otras enzimas que actuan sobre
acilgliceroles y otros lipidos similares como las cutinasas, las fosfolipasas y las
lipoproteina lipasas. El unico criterio aceptado por el momento para diferenciar a las
carboxilesterasas de las lipasas “auténticas” corresponde a la especificidad de sustrato.
Las lipasas “auténticas” son especificas para acilgliceroles y otros ésteres con acidos
grasos de cadena larga (> 10 atomos de carbono), siendo la trioleina su sustrato de
referencia, mientras que las carboxilesterasas act@ian especificamente sobre
acilgliceroles de cadena corta (< 10 4&tomos de carbono) y otros ésteres simples, siendo

la tributirina su sustrato estandar (Jaeger et al., 1999; Fojan et al., 2000).
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No obstante, estos dos tipos de enzimas se pueden diferenciar generalmente en
base a otras caracteristicas, varias de ellas relacionadas directamente con la
especificidad de sustrato. Por ejemplo, las lipasas “auténticas” muestran preferencia por
sustratos altamente hidrofobicos, insolubles y agregados, y presentan sitios de union
largos para acomodar al acido graso a escindir, mientras que las carboxilesterasas
actuan sobre sustratos mas solubles y con un grado de hidrofobicidad mas variable,
mostrando sitios de unidn para el acido graso a escindir mas cortos. Ademas, las lipasas
“auténticas” muestran un mayor numero de aminoacidos no polares pequeios
localizados en las zonas expuestas al solvente y en la region del centro activo que las
carboxilesterasas, asi como un rango de sustratos mas amplio, una mayor regio y
estereoespecificidad, una mayor estabilidad en solventes organicos, y un potencial
electrostatico en el centro activo mas basico que las carboxilesterasas (Fojan et al.,

2000; Bornscheuer, 2002).

Sin embargo, una de las principales diferencias entre estos dos grupos de
enzimas radica en la existencia de un fenémeno denominado “activacion interfacial” y
en la presencia de una estructura llamada “/id” (tapa) en la mayoria de lipasas
“auténticas”, pero no en las carboxilesterasas. La activacion interfacial consiste en un
pronunciado incremento de la actividad enzimatica en el momento en el que el sustrato
lipidico pasa de un estado monomérico y soluble en medio acuoso a un estado agregado.
El fenomeno esta relacionado con los cambios conformacionales que se producen en
estas enzimas cuando interaccionan con una interfase lipido—agua. Entre otros efectos,
estos cambios hacen que se desplace la tapa, una estructura que se encuentra en la
superficie de la enzima cubriendo el centro activo y que estd formada por un bucle o por
una o dos hélices a, lo que permite que el sustrato tenga acceso al centro catalitico de la

enzima (Verger, 1997; Jaeger et al., 1999; Fojan ef al., 2000).

Una de las principales caracteristicas de las lipasas consiste en que son enzimas
muy versatiles, ya que pueden catalizar reacciones de hidrolisis sobre un amplio rango
de lipidos. En presencia de solventes orgéanicos, son también capaces de catalizar
reacciones de sintesis o de intercambio de grupos (transesterificacion e
interesterificacion) entre diferentes moléculas, incluyendo lipidos, glicidos y
aminoacidos. Ademas, estas enzimas pueden realizar todas estas reacciones con una

elevada especificidad de sustrato, asi como de forma regio o enantioespecifica, lo que
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hace de ellas unas de las enzimas mas interesantes en el campo de la biotecnologia

(Pandey et al., 1999; Gunstone, 1999; Bornscheuer, 2002).

Con respecto a su estructura, todas las lipasas presentan el plegamiento tipico de
las o/B hidrolasas (“o/f hydrolase fold”), que consiste en una estructura central formada
por 8 laminas  interconectadas por hélices a. El centro activo de estas enzimas, que
puede estar cubierto por una tapa en las lipasas auténticas, tiene tres aminoacidos
cataliticos cuya posicion dentro del plegamiento suele estar conservada: una serina
nucleofilica, un acido aspartico o un acido glutamico y una histidina. La serina catalitica
estd generalmente incluida en el pentapéptido conservado Gly(Ala)-Xaa-Ser-Xaa-Gly,
el cual forma un giro entre la ldmina B5 y la siguiente hélice a cuya funciéon es
estabilizar y orientar la serina nucleofilica, y que es conocido como “nucleophilic
elbow”. Ademas, el centro activo contiene otras estructuras que intervienen en la
estabilizacion los intermediarios producidos durante la catalisis (“oxyanion hole™), o
que se encargan de acomodar el acido graso a escindir (“scissile fatty acid binding
pocket”) u otras partes del sustrato, y cuyas caracteristicas condicionan la especificidad

de sustrato y la selectividad de estas enzimas (Jaeger ef al., 1999).

El mecanismo catalitico de las lipasas se basa en un sistema de intercambio de
cargas que consta de 4 etapas. Tras la union del sustrato, se produce el ataque
nucleofilico por parte del grupo hidroxilo de la serina catalitica sobre enlace éster del
lipido, lo que lleva a la rotura del enlace y a la formacién de un intermediario entre el
acido graso y la serina nucleofilica. Seguidamente se libera el alcohol y se produce un
segundo ataque nucleofilico por parte de una molécula de agua que ataca el enlace éster
del intermediario transitorio, lo que produce la liberacion del &cido graso y la

regeneracion del centro catalitico (Bornscheuer, 2002).

Las dificultades que conlleva el hecho de que las lipasas sean enzimas solubles
en medio acuoso que actiian sobre sustratos hidrofobicos ha llevado al desarrollo de una
gran cantidad de métodos para determinar la actividad de estas enzimas y su inhibicion:
(1) ensayos en placas con triacilglicéridos, (2) ensayos espectrofotométricos con
sustratos naturales, derivados del p-nitrofenol o ésteres de resorufina, (3) ensayos
espectrofluorimétricos con analogos de acilglicéridos que contienen fluor6foros como la

4-metilumbeliferona (MUF) o la resorufina, (4) ensayos cromatograficos para la
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deteccion de moléculas como los acidos grasos, el B-naftol o el p-nitrofenol liberados
por las lipasas al hidrolizar los acilglicéridos o sus correspondientes analogos, (5)
métodos titrimétricos, basados en la neutralizacion de la acidez generada por los acidos
grasos libres, (6) métodos tensiométricos que miden cambios en la tension superficial de
las monocapas lipidicas, (7) métodos radiométricos que utilizan sustratos marcados
radiactivamente, y (8) otros métodos para la deteccion de la actividad lipolitica o de las
propiedades fisicoquimicas de estas enzimas tales como ensayos conductimétricos,
turbidimétricos, resonancia magnética nuclear, microscopia de fuerzas atomicas,

cristalografia, etc. (Beisson ef al., 2000; Wahler & Reymond, 2001).

3 LIPASAS BACTERIANAS

Las lipasas bacterianas son motivo de un gran interés debido a su potencial
biotecnoldgico y a su papel como factores de virulencia en algunas bacterias patogenas.
Esto ha llevado a la clonacion y caracterizacion de muchas de estas enzimas, asi como
al estudio de los mecanismos moleculares que controlan la expresion, el plegamiento y

la secrecion de estas enzimas (Rosenau & Jaeger, 2000).

Las lipasas bacterianas han sido clasificadas por Arpigny y Jaeger (1999) en
ocho familias en base a su secuencia primaria y a sus propiedades biologicas, aunque la
familia I, que en principio constaba de 6 subfamilias, ha sido posteriormente ampliada a

7 subfamilias por Jaeger y Eggert (2002).

La expresion génica de las lipasas bacterianas esta altamente regulada, siendo la
regulacion dependiente de la densidad celular (“Quorum sensing”) el mecanismo mas
general. Sin embargo, existen activadores y represores adicionales que modulan la
expresion génica de estas enzimas en respuesta a una gran variedad de senales

ambientales (Jaeger ef al., 1999; Gupta et al., 2004).

Tras la sintesis proteica, la mayoria de estas enzimas se pliegan por si mismas en

el citoplasma o durante su proceso de secrecion, aunque en algunos casos su
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plegamiento requiere de la intervenciéon de chaperonas intramoleculares o
intermoleculares, o de proteinas encargadas de establecer enlaces disulfuro (Jaeger et
al., 1999; Gupta et al., 2004). Muchas lipasas bacterianas son secretadas al medio
externo, un proceso para el que hoy en dia se conocen tres rutas distintas, (1) el sistema
Sec—Xcp, (2) el sistema Tat y (3) el sistema ABC, que difieren en el tipo de proteinas
transportadoras y en el péptido sefal u otros motivos presentes en las lipasas

transportadas (Jaeger & Eggert, 2002).

Respecto a sus propiedades enzimaticas, las lipasas bacterianas son activas en un
amplio rango de sustratos en los que, como se menciond anteriormente, realizan
diferentes reacciones de hidroélisis, de sintesis o de intercambio de grupos, muchas veces
de forma altamente quimio, regio o estereoespecifica, y sin llevar a cabo reacciones
laterales o generar subproductos. Ademas, estas enzimas son altamente estables en un
amplio rango de temperaturas, pHs y solventes orgdnicos, aunque la mayoria son
mesoéfilas o prefieren pHs neutros o basicos. Las lipasas bacterianas son también
estables frente a diferentes detergentes, iones (aunque algunos pueden activar o inhibir
la actividad de estas enzimas) y agentes quimicos, y, en general, no requieren
cofactores. Por estos motivos, y debido al conocimiento existente sobre estas enzimas, a
su disponibilidad, y al hecho de que los procesos en los que intervienen son
generalmente menos costosos y menos contaminantes, las lipasas bacterianas (y
fingicas) son las enzimas mas versatiles y mas ampliamente utilizadas en biotecnologia

(Gunstone, 1999; Schmidt-Dannert, 1999; Gupta ef al., 2004).

Entre otras aplicaciones, estas enzimas se utilizan en la industria alimentaria
(produccion de aromas, emulgentes, etc.), en quimica organica (sintesis de antibioticos,
pesticidas, produccion de compuestos enantiopuros, etc.), en detergencia (aditivos en
detergentes, produccion de surfactantes para jabones y productos de limpieza, etc.), en
la industria papelera (eliminacion del “pitch”, de tintas, etc.), asi como en el tratamiento
de productos residuales o téxicos, en biosensores, en la produccion de biodiesel, etc.

(Gunstone, 1999; Pandey et al., 1999; Reetz, 2002).

La importancia de estas aplicaciones ha llevado a la optimizacion de las
reacciones catalizadas por las lipasas, a mejoras en la produccion y purificacion de estas

enzimas, asi como a la obtencion de lipasas con nuevas propiedades cataliticas o una
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mayor estabilidad, lo que se ha conseguido mediante la modificaciéon de enzimas ya
existentes, o mediante el aislamiento de nuevas lipasas (Scmidt-Dannert, 1999; Jaeger

& Eggert, 2002).

Muchas de estas nuevas lipasas se han obtenido de microorganismos del suelo,
donde se encuentran bacterias muy activas en el reciclaje de nutrientes como las
pertenecientes al género Bacillus y otros géneros relacionados. Estos géneros estan
considerados como una de las mayores fuentes de enzimas con aplicacion industrial
debido a que, en general, son microorganismos no patdégenos, bien estudiados y faciles
de manipular, que producen y secretan grandes cantidades de enzimas como lipasas,

celulasas, etc. (Priest, 1993).

4 LIPASAS BACTERIANAS IMPLICADAS EN VIRULENCIA

Muchas bacterias y hongos lipoliticos estdn implicados en enfermedades
infecciosas, aunque solo en algunos de ellos, como Propionibacterium acnes y

Helicobacter pylori, estas enzimas parecen ser factores de virulencia importantes

(Jaeger et al., 1994).

P. acnes es una bacteria Gram-positiva que reside el los foliculos pilosebaceos
de la piel y que puede causar acné y otras enfermedades. El acné es una enfermedad
inflamatoria cronica muy extendida entre la poblacién de 10-30 afios, aunque con
diferentes grados de intensidad. Consiste en un sarpullido que comienza como un
comedon que posteriormente puede inflamarse y romperse dando lugar a lesiones mas
graves como papulas, pustulas, nodulos y quistes. La etiologia del acné es
multifactorial, aunque los principales agentes causales de la enfermedad son la
sobreproduccion de sebo, la hipercornificacion de los conductos de las glandulas
pilosebéceas, la multiplicacion de P. acnes y la inflamacion que se produce como
resultado de los factores anteriores; y aunque existen diferentes terapias que actlian
sobre estos factores, estas no siempre son efectivas (Brown & Salita; 1998; Toyoda &

Morohashi, 2001; Jape, 2003).
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P. acnes produce una lipasa extracelular (GehA; Miskin et al., 1997) que es uno
de los principales factores de virulencia de esta bacteria, ya que esta enzima es la
principal responsable de la hidrolisis de los triacilglicéridos del sebo. El glicerol que
genera sirve de fuente de carbono para esta bacteria, mientras que los acidos grasos
libres producen una inflamacion muy intensa, aumentan la hipercornificacion de los
conductos debido a que aumentan la adhesion entre los queratinocitos y entre las células
de P. acnes, y favorecen la colonizacion y la formacion de biofilms por parte de este
microorganismo. Por lo tanto, esta enzima ha sido considerada como una diana
terapéutica muy importante, lo que ha llevado al estudio de su actividad y de su
inhibicién por varios compuestos utilizados en el tratamiento del acné (Toyoda &

Morohashi, 2001; Burkhart & Burkhart, 2003; Higaki, 2003).

H. pylori es una bacteria Gram-negativa muy extendida que se encuentra en el
estomago y el duodeno de los seres humanos y de otros animales, y que puede causar
diferentes enfermedades como gastritis, ulcera péptica o diversos tipos de cancer de
estomago, ademas de otras enfermedades en el resto del organismo. Existen diferentes
tratamientos para la erradicacion de este patdogeno aunque no siempre son efectivos, en

parte, debido a la elevada variabilidad de este microorganismo (Nagorni, 2000).

Esta bacteria produce varios factores de virulencia como enzimas, citotoxinas,
adhesinas, etc., los cuales favorecen la colonizacidon de la mucosa estomacal e intestinal
por parte de este microorganismo, € inducen una respuesta inflamatoria muy intensa que
resulta dafiina para el propio huésped. Entre estos factores de virulencia, se encuentran
las lipasas y las fosfolipasas, que parecen estar relacionadas con la degradacion de los
lipidos que forman parte de la mucosidad que protege a las células epiteliales de la
mucosa gastrica e intestinal, favoreciendo la colonizacién por parte de este patogeno, y
exponiendo el epitelio a la acidez, la pepsina y las otras enzimas hidroliticas del jugo
gastrico. Las lipasas y fosfolipasas de H. pylori podrian estar también implicadas en
otros procesos como la degradacion de la membrana apical de las células epiteliales, en
hemolisis, en la generacion de lisofosfolipidos y otros lipidos proinflamatorios y
citotoxicos, o en la adaptacion de la membrana celular de este patdgeno a condiciones
acidas (Smoot, 1997, Tsang & Lam, 1999; Tannaes et al., 2001). Sin embargo, el

conocimiento sobre estas enzimas es muy bajo, ya que la fosfolipasa A2 es el tinico
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enzima lipolitico de esta bacteria que ha sido clonado y caracterizado en detalle (Dorrell

etal., 1999).

S INHIBIDORES DE LIPASAS

Los inhibidores de lipasas tienen un elevado interés debido a que podrian ser
utiles en la terapia de enfermedades en las que las lipasas son un factor importante como
la obesidad, el acné y las tlceras producidas por H. pylori. De hecho, varios compuestos
utilizados en el tratamiento de estas enfermedades tienen actividad antilipasa (Grippa et
al., 1999; Higaki, 2003, Gupta et al., 2004). Ademas, los estudios de inhibicion pueden
ayudar a mejorar el conocimiento existente sobre el mecanismo de accién de estas
enzimas de cara al disefio nuevos inhibidores o de cara a la obtencion de lipasas

adaptadas a nuevas aplicaciones biotecnologicas (Simons ef al., 1999).

Por lo tanto, existe un especial interés en la busqueda de nuevos inhibidores de
lipasas, especialmente si son de origen natural, como los acidos grasos o los metabolitos
secundarios de origen vegetal. Los acidos grasos, a parte de ser productos de la
actividad de las lipasas, actian como inhibidores competitivos de estas enzimas, tanto
en reacciones de hidrdlisis como en reacciones de sintesis (Markweg-Hanke et al.,
1995; Hari Krishna & Karanth, 2001). Ademas, estan implicados en la regulacion de la
expresion génica de lipasas y factores de virulencia, asi como en la inhibicién del
crecimiento de varios microorganismos, incluyendo bacterias lipoliticas como H. pylori

y P. acnes (Ruzin & Novick, 2000; Sun et al., 2003; Higaki, 2003).

Los metabolitos secundarios vegetales presentes en plantas medicinales y varios
alimentos han demostrado su utilidad en la prevencion y el tratamiento de diversas
enfermedades (Singh et al., 2003). Entre estos metabolitos destacan las saponinas, que
estan constituidas por un nucleo triterpénico o esteroideo unido a una o mas cadenas
glicosidicas (Milgate & Roberts, 1995), los flavonoides, que son compuestos fendlicos
derivados de la benzo-y-pirona (Di Carlo et al., 1999), y los alcaloides, que son

sustancias que contienen un nitrogeno basico que generalmente forma parte de un
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sistema ciclico (Evans, 1996). Estos tres grupos de moléculas son una fuente de
inhibidores de lipasas altamente prometedora debido a que se encuentran presentes a
elevadas concentraciones en extractos de plantas que inhiben la lipasa pancreatica
porcina (Shimura et al., 1992), asi como en varias plantas medicinales utilizadas en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con las lipasas como la tlcera (Borrelli &
Izzo, 1999) y el acné (Higaki, 2003). Ademas, recientes estudios han demostrado que
saponinas como la platicodina D (Han et al., 2002), flavonoides como la quercetina
(Gatto et al., 2002) y alcaloides como la berberina (Grippa et al., 1999) son buenos
inhibidores de lipasas. No obstante, son necesarios mas estudios para dilucidar el efecto
sobre diferentes lipasas de mdas metabolitos purificados pertenecientes a estos tres
grupos, con el fin de seleccionar los mas apropiados para la prevencion o el tratamiento

de las enfermedades relacionadas con las lipasas.

6 OBJETIVOS GENERALES

La presente tesis doctoral se enmarca en los objetivos generales de nuestro grupo
de investigacion, que consisten en el aislamiento, caracterizacion y sobreproduccion de
enzimas microbianas con interés biotecnologico como las lipasas, las celulasas, las

xilanasas o las pectinasas.

Ademas, nuestro grupo estd interesado en el aislamiento, caracterizacion e
inhibicion por sustancias naturales de lipasas microbianas implicadas en enfermedades
como el acné y la tulcera. Este interés es el resultado de una colaboracion iniciada en
2001 con el grupo del Dr. Luciano Saso de la Universita degli studi di Roma “La
Sapienza”, que estd centrado estudio de la inhibicion de lipasas por sustancias naturales

con potencial farmacologico.

Por lo tanto, el objetivo general del presente trabajo consistié en el aislamiento,
clonacidn, caracterizacion e inhibicion por sustancias naturales de lipasas microbianas

con interés en biotecnologia y en enfermedades infecciosas.
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CAPITULO 1:

Identificacion, clonacion y caracterizacion de
las lipasas de Bacillus megaterium, Bacillus
sp. BP-6 y Bacillus sp. BP-7

1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Como se ha mencionado anteriormente, existe un gran interés en aislar nuevas
lipasas bacterianas ya que estas enzimas tienen un gran potencial biotecnologico (Jaeger
et al., 1999), siendo el género Bacillus una de las fuentes de nuevas lipasas mas
interesante debido a sus caracteristicas (Priest, 1993), y debido al hecho de que muchas
cepas de este género disponen de un sistema lipolitico apropiado para aplicaciones
biotecnoldgicas (Zock et al., 1994; Droge et al., 2000). Por este motivo, el presente
capitulo se centra en el aislamiento y la caracterizacion de nuevas lipasas del género

Bacillus con potencial biotecnologico. Los objetivos concretos fueron:

1. Analizar el sistema lipolitico de Bacillus megaterium CECT 370 y aislar, clonar

y caracterizar la(s) lipasa(s) de este microorganismo.

2. Analizar el sistema lipolitico de Bacillus sp. BP-6 y aislar, clonar y caracterizar

la(s) lipasa(s) de este microorganismo.

3. Auislar, clonar y caracterizar la(s) lipasa(s) de Bacillus sp. BP-7, una cepa

lipolitica previamente estudiada en nuestro grupo de investigacion.
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2 MATERIALES Y METODOS

Las cepas B. megaterium CECT 370 y Bacillus sp. BP-6 fueron seleccionadas
entre 26 cepas de Bacillus y otros aislados Gram-positivos por su actividad lipolitica en

placas con tributirina y aceite de oliva (Kouker & Jaeger, 1987; Prim et al., 2000).

Posteriormente, se analiz6 la actividad lipolitica sobre MUF-butirato y MUF-
oleato de los extractos intracelulares y los sobrenadantes de estas dos cepas mediante
fluorimetria, y mediante zimogramas realizados tras separar las proteinas en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) y en geles de isoelectroenfoque (IEF)
(Diaz et al., 1999; Prim et al., 2000).

El aislamiento de los genes que codifican las lipasas de las cepas B. megaterium
CECT 370, Bacillus sp. BP-6 y Bacillus sp. BP-7 se realiz6 mediante PCR con
cebadores consenso disefiados para la amplificacion de la region central de genes
relacionados con B. subtilis lipA. Posteriormente, se secuenciaron los fragmentos
obtenidos y se disefiaron cebadores especificos para la amplificacion mediante PCR
inversa de los extremos de los genes detectados. Este proceso no nos permitié obtener la
secuencia completa de estos genes, pero si determinar que eran altamente similares a B.
subtilis lipB (BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), lo que nos permitid
amplificarlos en condiciones de baja astringencia mediante PCR con cebadores

especificos para B. subtilis lipB.

Los genes obtenidos fueron estudiados mediante andlisis informatico (BLAST;
Clustal W Multalign on-line software, http://www.ebi.ac.uk/clustalw/; ExPASy
proteomic server; http://www.expasy.org; etc.), y posteriormente fueron clonados
mediante ligacion en el plasmido pBR322 y transformacion en Escherichia coli SK

(Sambrook et al., 1989).

Las enzimas clonadas fueron caracterizadas bioquimica y molecularmente
mediante ensayos en placa, zimograma, fluorimetria, y ensayos espectrofotométricos
con derivados del p-nitrofenol, esencialmente como estd descrito (Prim et al., 2000).
Una unidad de actividad fue definida como la cantidad de enzima capaz de liberar 1

pmol de MUF o p-nitrofenol por minuto, bajo las condiciones de ensayo.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas B. megaterium CECT 370 y Bacillus sp. BP-6 fueron escogidas entre
una coleccién de 26 cepas de Bacillus y otros aislados Gram-positivos debido a su
actividad sobre sustratos lipidicos, y por tener un sistema lipolitico completamente

desconocido.

Los andlisis zimograficos realizados revelaron que B. megaterium CECT 370
posee un sistema lipolitico compuesto por, al menos, dos lipasas extracelulares vy,
probablemente, dos lipasas intracelulares o unidas a membrana. Una de las lipasas
extracelulares mostré un peso molecular de 57 kDa y un punto isoeléctrico (pl) de 5.7,
siendo por tanto de elevado interés, ya que no se conocen lipasas secretadas en el
género Bacillus o en géneros afines que tengan estas caracteristicas. La segunda lipasa
secretada mostro un peso molecular de 19 kDa y un pl de 9,2, y corresponde muy
posiblemente a la lipasa de esta cepa clonada en el presente trabajo. Con respecto a las
lipasas no secretadas, estas mostraron un peso molecular de 43 y 37 kDa,
respectivamente, y un pl de 5,5. El pl de estas lipasas no secretadas indica que podrian
estar relacionadas con las carboxilesterasas intracelulares pertenecientes a la familia VII
de lipasas bacterianas (Arpigny & Jaeger, 1999), aunque su peso molecular resulta algo

bajo en comparacion con el de estas carboxilesterasas.

En lo que respecta a Bacillus sp. BP-6, los zimogramas realizados mostraron que
el sistema lipolitico de esta cepa contiene una o dos lipasas secretadas y entre una y
cuatro lipasas intracelulares o unidas a membrana. Una de las lipasas secretadas mostro
un peso molecular de 19 kDa y un pl de 9,2, por lo que probablemente corresponde a la
lipasa de esta cepa clonada en el presente trabajo, mientras que la otra, con un peso
molecular de 56 kDa y pl hipotético igual a 9,2, podria ser una enzima lipolitica
adicional o un trimero de la lipasa de 19 kDa, ya que la agregacion es un fenémeno
frecuente entre las lipasas (Khalameyzer et al., 1999). En lo referente a las lipasas no
secretadas, estas mostraron un peso molecular de 27, 52, 86 y 110 kDa,
respectivamente, y un pl de 5,2, por lo que podrian corresponder a diferentes lipasas o a
diferentes multimeros de la misma enzima. En caso de tratarse de diferentes enzimas, la

lipasa de de 52 kDa y pl igual a 5,2 presentaria las mismas propiedades moleculares que
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las descritas en las carboxilesterasas intracelulares PnbA de B. subtilis (Zock et al.,
1994), EstA de Paenibacillus sp. BP-23 (Prim et al., 2000) y EstA1 de Bacillus sp. BP-
7 (Prim et al., 2001), todas ellas pertenecientes a la familia VII de lipasas bacterianas

(Arpigny & Jaeger, 1999).

No obstante, ambas cepas podrian presentar lipasas adicionales no detectadas
bajo nuestras condiciones de ensayo. En cualquier caso, la elevada actividad lipolitica
de ambas cepas y las diferentes enzimas lipoliticas detectadas en los zimogramas nos
llevo a intentar aislar y clonar los genes que codificaban las lipasas de estas cepas. Para
ello, se realizaron experimentos de PCR con cebadores consenso disefiados para la
amplificacion de la region central de genes relacionados con B. subtilis lipA, seguidos
de experimentos de PCR inversa, lo que nos permitié obtener casi la totalidad de la
secuencia de dos genes altamente homodlogos a B. subtilis lipB. Ambos genes, que
fueron denominados B. megaterium lipA (BMLipA) y Bacillus sp. BP-6 lipA (BP6lipA),
fueron completamente aislados mediante PCR con cebadores especificos para la
amplificacion de B. subtilis lipB. Esta lltima estrategia nos permitié también obtener el
gen lipA (BP7lipA) de Bacillus sp. BP-7, una cepa previamente caracterizada en nuestro
grupo de investigacion pero de la que so6lo se habia podido clonar y caracterizar una de
sus lipasas (Prim ef al., 2001). Por el contrario, la utilizacion de cebadores especificos
para la amplificacion de B. subtilis lipA no produjo ningun resultado en las tres cepas
analizadas. Finalmente, los genes obtenidos fueron clonados en E. coli 5K para la

posterior caracterizacion de las correspondientes lipasas.

El analisis informatico de los genes obtenidos reveld que el gen BMlipA presenta
una homologia del 99% con BP6lipA y BP7lipA, que son idénticos entre si. Los tres
genes contienen una pauta abierta de lectura de 633 nucledtidos, cuya secuencia de
aminodcidos deducida corresponde a proteinas de 210 residuos, 99-100% homologas
entre ellas, cuyo peso molecular y pl deducidos son 22,3-22.4 kDa y 9,43-9,56,
respectivamente. Como era de esperar, las proteinas deducidas mostraron la mayor
homologia (99%, 100% y 100%, respectivamente) con B. subtilis LipB (YfiP)
(Yamamoto et al., 1996; Kuntz et al., 1997), mientras que la homologia con B. subtilis
LipA y otras lipasas secretadas de la subfamilia 1.4 de lipasas bacterianas fue menor
(70-75%), lo que indica que estas proteinas pertenecen a un reducido grupo de lipasas

incluido en esta subfamilia.
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A la vista de estos resultados, solo BMlipA y BP6lipA fueron seleccionados para
posteriores estudios. La caracterizacion de sus correspondientes enzimas resultoé de gran
interés debido a que en aquel momento apenas existian estudios sobre la lipasa LipB de
B. subtilis. Sin embargo, cuando la caracterizacion de las enzimas clonadas estaba casi
completada apareci6 publicada la clonacidn y caracterizacion parcial de B. subtilis LipB

(Eggert et al., 2000), lo que nos permitié comparar y confirmar nuestros resultados.

El analisis de la secuencia de aminoacidos de las proteinas deducidas BMLipA y
BP6LipA reveld que ambas contienen un péptido sefial de 28 residuos en su extremo N-
terminal, que parece dirigir la secrecion de estas enzimas mediante el sistema Sec—Xcp
(Tjalsma et al., 2000). El procesamiento de este péptido sefial daria lugar a proteinas
maduras con unas propiedades moleculares deducidas (19,4—-19,5 kDa y pl igual a 9.2—
9.4) muy similares a las de las lipasas de bajo peso molecular detectadas en los
sobrenadantes de las correspondientes cepas parentales mediante zimograma, y muy

similares también a las de B. subtilis LipB (Eggert et al., 2000).

El aparato catalitico de las proteinas maduras BMLipA y BP6LipA estaria
formado por los residuos serina’® (localizado en el motivo AHS"*MG correspondiente al
tipico pentapéptido AXSXG de las lipasas pertenecientes a las subfamilias 1.4 y L5,
Arpigny & Jaeger, 1999), acido aspartico'>* e histidina'’. Con respecto a su estructura,
el modelo tridimensional obtenido mediante modelado por homologia a partir de la
estructura de B. subtilis LipA (van Pouderoyen et al., 2001) reveld que estas lipasas
tienen una estructura globular formada por un solo dominio que presenta el plegamiento
/P caracteristico de las lipasas. Este dominio, cuya parte central es muy similar al de B.
subtilis LipA, estd formado por 6 laminas B rodeadas por 5 hélices a en un lado y 3
hélices a en el otro lado, y no presenta una tapa (“/id”’) que cubra el centro activo, lo que
explica que estas lipasas no presenten activacion interfacial pese a tener una
composiciéon aminoacidica tipica de lipasas “auténticas”, rica en residuos no polares
pequenios (47% del total). Curiosamente, los residuos diferentes entre BMLipA y
BP6LipA (la posicion 169 es tirosina en BMLipA y asparagina en BP6LipA, y la
posiciéon 172 es lisina en BMLipA y glutamato en BP6LipA), se encontraron muy
cercanos entre si, en la superficie de ambas proteinas, concretamente en la parte inferior

de la hélice a que precede al extremo C-terminal de ambas lipasas (Figura R.3).
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Figura R.3 Modelo de la estructura tridimensional de BMLipA y BP6LipA.

Las estructuras tridimensionales obtenidas para las proteinas maduras BMLipA (A) y BP6LipA
(B) mediante modelado por homologia se muestran en la misma orientacion. Los residuos de la
triada catalitica estan en amarillo: S (Ser’), D (Asp"**) y H (His""). Los residuos diferentes en
ambas proteinas estan en verde: Y (Tyr'®)/N(Asn'®) y K(Lys'*)/E(Glu'"), respectivamente. N-
t: extremo N-terminal.

Cuando BMLipA y BP6LipA fueron caracterizadas bioquimicamente, ambas
lipasas se comportaron como carboxilesterasas tipicas, mostrando preferencia por
sustratos de cadena corta (C4—Cs; actividad maxima en tributirina, p-nitrofenil butirato y
MUF-butirato), y mostrando cinéticas del tipo Michaelis-Menten, sin activacion

interfacial.

La actividad maxima de las enzimas clonadas se hall6 a 45 °C y pH 7, siendo su
actividad también muy alta en un amplio rango de temperaturas (20-50 °C) y pHs (5,5—
8,5). Ademas, estas lipasas mostraron una elevadisima estabilidad, ya que su actividad
se mantuvo cuando se incubaron (a pH 7) durante 1 hora a temperaturas de hasta 45 °C,
y cuando fueron incubadas durante 40 dias a temperaturas de hasta 30 °C. También
permanecieron estables en un rango de pHs de 4 a 12 cuando se incubaron durante 1

hora a temperatura ambiente.
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Ambas lipasas mostraron también una elevada estabilidad frente a la mayoria de
cationes, detergentes y otros agentes analizados. De hecho, solo los iones Ag”, Hg*" (a 1
y 10 mM) y Fe*" (a 10 mM) produjeron una elevada inhibicion de ambas enzimas,
mientras que los iones Cu®’, Mn®>", Pb*" y Zn®" inhibieron parcialmente estas lipasas
solo a una concentracion de 10 mM. Ademds, BMLipA y BP6LipA no necesitaron
cofactores para su actividad, aunque los iones Fe*" (a 1 mM) y NH*" produjeron una

leve activacién de ambas enzimas.

Por otro lado, los ensayos realizados con inhibidores de aminoacidos revelaron
la importancia de los residuos serina y triptofano, pero no de los residuos cisteina o
tirosina, en la actividad de estas lipasas. Otros agentes como el EDTA, el acido fitico, el
SDS, el Triton X-100 y la urea también inhibieron las enzimas estudiadas, aunque
también hay que destacar que bajas concentraciones de SDS produjeron una

importantisima activacion de ambas lipasas (actividad residual mayor del 800%).

Con respecto a la caracterizacion molecular de BMLipA y BPO6LipA, los
ensayados realizados revelaron que estas enzimas tenian un peso molecular calculado de
22 kDa y un pl calculado de 9,5, confirméndose por lo tanto los valores previamente

obtenidos a partir del analisis de su secuencia aminoacidica.

Los resultados obtenidos durante la caracterizacion bioquimica y molecular de
las lipasas clonadas, especialmente su tamafo, rango de sustratos y estabilidad, hace de
estas enzimas interesantes candidatas para diferentes aplicaciones biotecnoldgicas como
la formulacion de detergentes (Pandey et al., 1999), o la transformacién de antibidticos

y otros farmacos (Zock et al., 1994; Drodge et al., 2003)

4 CONCLUSIONES

I. Se ha analizado el sistema lipolitico de B. megaterium CECT 370 y Bacillus sp. BP.6,
dos cepas seleccionadas por su elevada actividad sobre sustratos lipidicos y por

tener un sistema lipolitico completamente desconocido.
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II. Se ha aislado, clonado y caracterizado las lipasas LipA de B. megaterium CECT 370
y LipA de Bacillus sp. BP-6, dos carboxilesterasas muy similares a B. subtilis
LipB, que son de elevado interés biotecnoldgico debido a su estabilidad y a sus

propiedades bioquimicas y moleculares.
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CAPITULO 2:

Aislamiento de microorganismos degradadores
de lipidos y polisacaridos a partir de suelo de
un bosque subtropical, y analisis de las cepas
lipoliticas Bacillus sp. CR-179 y Rhodococcus

sp. CR-53

1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El creciente auge de la biotecnologia ha comportado que exista un elevado
interés en aislar nuevos microorganismos productores de nuevas enzimas tales como
lipasas, celulasas, xilanasas y pectinasas, que puedan ser aplicables a diferentes
procesos industriales (Cherry & Fidantsef, 2003). Los suelos son una de las principales
fuentes de este tipo de microorganismos, ya que se trata de ambientes ricos en nutrientes
en los que proliferan una gran cantidad de microorganismos degradadores. Por este
motivo, el presente capitulo estd centrao en aislar y caracterizar microorganismos del
suelo que puedan ser de interés biotecnologico debido a sus actividades hidroliticas

sobre lipidos y polisacaridos. Los objetivos concretos fueron:

1. Aislar los microorganismos degradadores de lipidos y polisacaridos de tres
muestras de suelo obtenidas de un bosque subtropical de Puerto Iguazu, y

determinar la actividad lipasa de los aislados lipoliticos mas activos.
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2. Analizar las caracteristicas morfologicas, bioquimicas, fisioldgicas y
moleculares de los asilados lipoliticos Bacillus sp. CR-179 y Rhodococcus sp.

CR-53.

2 MATERIALES Y METODOS

A partir de tres muestras de suelo de un bosque subtropical de Puerto Iguazu
(Argentina) se aislaron los microorganismos quimioheterotrofos aerobios o anaerobios
facultativos, tanto esporulados como no esporulados, mediante siembra en placa de los
correspondientes bancos de diluciones, como esta descrito (Madrid et al., 1997). Los
medios de cultivo utilizados fueron: agar LB, agar Nutritivo, agar Sabouraud-
cloramfenicol, agar CeNAN-aceite de oliva y agar Horikoshi-I, éste ultimo especifico
para el crecimiento de bacterias alcalofilas. Los aislamientos se realizaron mediante

incubacioén de todas las siembras a tres temperaturas diferentes: 20 °C, 30 °C y 42 °C.

Las 724 cepas aisladas fueron posteriormente sembradas en placas
suplementadas con aceite de oliva, tributirina, carboximetilcelulosa, xilano y 4cido
poligalacturonico (PGA) para detectar la presencia en estos aislados de las actividades
enzimaticas: lipasa ‘“auténtica”, carboxilesterasa, celulasa, xilanasa y pectinasa,
respectivamente (Kouker & Jaeger, 1987; Prim et al., 2000; Blanco & Pastor, 1993;
Blanco et al., 1998; Soriano ef al., 2001).

Los 76 aislados mas activos sobre los sustratos ensayados fueron analizados
morfologicamente y conservados a —80 °C. Aquellos mas activos sobre lipidos fueron
sometidos un segundo proceso seleccion mediante ensayos en papel (Diaz et al., 1999)
y de espectroscopia de fluorescencia (Prim et al., 2000), utilizando MUF-butirato y

MUPF-oleato como sustratos.

Las cepas CR-179 y CR-53, seleccionadas por su morfologia y su actividad
lipolitica, fueron preliminarmente identificadas en base a los ensayos morfologicos,

bioquimicos y fisiolégicos recomendados para el género Bacillus y otros Gram-
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positivos (Gordon et al., 1973), y para actinomicetos (Goodfellow et al., 1998), asi

como mediante el anélisis de la secuencia del rDNA 16S de estas cepas.

Finalmente, se estudid el sistema lipolitico estas dos cepas mediante SDS-PAGE
y IEF seguidos de zimograma (Diaz et al., 1999; Prim et al., 2000), y en el caso de la
cepa CR-179, mediante PCR con cebadores consenso y cebadores especificos para la

amplificacion de genes que codifican lipasas del género Bacillus (ver Capitulo 1).

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron los microorganismos autoctonos de tres muestras de suelo recogidas
de un bosque subtropical situado en Puerto Iguazi (Argentina), utilizando diferentes
medios de cultivo y temperaturas. En general se obtuvieron valores similares de

unidades formadoras de colonia por gramo de suelo (2—6-10%) para los tres suelos.

A partir de las colonias aisladas que se consideraron que eran diferentes, se
obtuvieron 724 aislados bacterianos y flingicos en cultivo puro, los cuales fueron
analizados para detectar las actividades enzimaticas de interés biotecnologico: lipasa
“auténtica”, carboxilesterasa, celulasa, xilanasa y pectinasa. De estos aislados, 43
mostraron todas las actividades analizadas, mientras que 449 mostraron una o mas de
estas actividades: 331 fueron activos en aceite de oliva, 360 degradaron la tributirina,
114 degradaron el xilano, 116 hidrolizaron la carboximetilcelulosa y 82 fueron activos

sobre el acido poligalacturénico.

Los aislados con actividad sobre lipidos y/o polisacaridos fueron analizados
morfolégicamente, y los 76 mds activos y/o con una morfologia celular especial fueron
seleccionados, conservados, y sometidos a un analisis mas exhaustivo de su actividad
lipolitica, incluyendo la cuantificacion de la actividad sobre MUF-butirato y MUF-
oleato de los 29 aislados que en los ensayos anteriores se habian mostrado como los mas

activos sobre sustratos lipidicos.
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El aislado CR-179 resulto ser el que tenia mayor actividad lipolitica, ya que fue
el mas eficaz sobre MUF-butirato (extractos celulares: 1418.8 + 7.5 mU mg ' proteina,
y 6.9 + 3.6:10> mU ml'; sobrenadantes: 7.6 + 0.1 mU ml™" cultivo) y fue uno de los
mas activos sobre MUF-oleato. Otros aislados, como la cepa CR-611 y las supuestas
cepas fungicas CR-31 y CR-563 también fueron muy activas en ambos sustratos. Los
aislados CR-203, CR-445 y CR-522 mostraron también una elevada actividad sobre
MUPF-butirato, mientras que las cepas CR-53 y CR-377 fueron unas de las mas activas

sobre MUF-oleato.

Por lo tanto, la cepa CR-179 fue la primera que se selecciond para posteriores
estudios. Esta cepa fue aislada de la muestra de suelo n° 2 tras choque térmico y
posterior siembra en agar Horikoshi-I a 42 °C durante 12 h. Fue seleccionada, ademas
de por ser la que mostrd una mayor actividad sobre MUF-butirato y ser una de las mas
activas sobre MUPF-oleato, por ser una de las mas activa sobre los lipidos y
polisacaridos analizados mediante ensayos en placa, asi como por su particular
morfologia colonial. Los resultados de los tests morfologicos, bioquimicos, fisioldgicos
y moleculares revelaron que esta cepa (Figura R.4A) es una bacteria Gram-positiva
endosporulada que presenta un abundante matriz mucosa en su exterior, y que ha sido
preliminarmente identificada como un miembro del grupo fenotipico II (Priest, 1993) y
del grupo I de rRNA (Ash et al., 1991) del género Bacillus. Aunque esta cepa es muy
cercana a B. subtilis, no ha podido ser asignada a ninguna especie conocida. Por lo
tanto, ha sido denominada Bacillus sp. CR-179 en espera de posteriores analisis que nos

permitan determinar si esta cepa corresponde a una nueva especie.

El analisis mediante PCR y zimograma de esta cepa revelo que Bacillus sp. CR-
179 tiene un sistema lipolitico parecido al de otras cepas de Bacillus como las
analizadas en el Capitulo 1. Su sistema lipolitico estd compuesto por, al menos, dos
lipasas no secretadas: una de 32 kDa, y otra de 52 kDa que muestra las caracteristicas
tipicas de las carboxilesterasas de la familia VII de lipasas bacterianas (Arpigny &
Jaeger, 1999). Ademas, este aislado posee dos lipasas secretadas de la subfamilia 1.4,
una cuya region central es 66.6% homologa a B. subtilis LipA (Dartois ef al., 1992) y
otra 100% idéntica a B. subtilis LipB (Eggert et al., 2000).
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Figura R.4 Morfologia celular de las cepas CR-179 y CR-53.

Microfotografias de las cepas CR-179 (A, microscopia electronica de transmision) y CR-53 (B,
microscopia electronica de rastreo).

La cepa CR-53 fue la segunda cepa que se seleccion6 para posteriores estudios.
Esta cepa, que fue aislada de la muestra de suelo n° 1 no tratada mediante choque
térmico, fue obtenida tras siembra en agar LB a 20 °C durante 4 dias. Se selecciono por
ser una de las mds activas sobre MUF-oleato, por su elevada actividad sobre aceite de
oliva, tributirina y trioleina, asi como por sus propiedades morfoldgicas. Los estudios
realizados de cara a su identificacion revelaron que se trata de una bacteria Gram-
positiva que forma bacilos ramificados y alguna formas cocoides (Figura R4.2),
perteneciente al género Rhodococcus (Tsukamura, 1974; Goodfellow & Alderson,
1977), siendo R. erythropolis ATCC 4277" la cepa tipo a la que mas se parece. Sin
embargo, posteriores estudios son necesarios para determinar si el aislado CR-53 puede

ser asignado a esta especie o no, por lo que fue denominado Rhodococcus sp. CR-53.

El analisis zimografico de esta cepa reveld que, como minimo, Rhodococcus sp.
CR-53 posee una lipasa no secretada con un peso molecular (60 kDa) parecido al de las
carboxilesterasas de la familia VII de lipasas bacterianas (Arpigny & Jaeger, 1999) la
cual presenta un gran interés por ser una de las pocas lipasas conocidas en el género

Rhodococcus.
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4 CONCLUSIONES

I. A partir de tres muestras de suelo se han obtenido 724 aislados en cultivo puro, 449
de los cuales han mostrado una o mas de las actividades enzimaticas de interés

biotecnoldgico: lipasa “auténtica”, carboxilesterasa, celulasa, xilanasa y pectinasa.

II. Se han seleccionado las 76 cepas hidroliticas mas activas o con una morfologia
celular particular, y se ha cuantificado la actividad lipasa de los 29 aislados mas

activos sobre lipidos.

III. El aislado CR-179, seleccionado por su elevada actividad degradadora de lipidos y
polisacaridos y por su morfologia, ha sido identificado como un m