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RESUMEN

Las enzimas son catalizadores bioldgicos muy Utiles en procesos biotecnolégicos. Entre
estas, las hidrolasas ocupan la gran mayoria del mercado mundial de enzimas. Ejemplos
de hidrolasas son las proteasas (que hidrolizan enlaces peptidicos), lipasas y esterasas
(que hidrolizan enlaces éster de triglicéridos de cadena larga y corta, respectivamente),
glicosilasas (como amilasas, que hidrolizan almidén; agarasas, que degradan agar;
celulasas, que actian sobre compuestos celuldsicos). Estas enzimas se utilizan en las
industrias alimenticias, textiles, de detergentes, en los procesos de biorremediacién,

produccién de fdrmacos, agroquimicos, papel y biocombustibles, entre otros.

Las enzimas adaptadas al frio (sicréfilas) son las producidas por los microorganismos que
se reproducen a bajas temperaturas (sicréfilos y sicrotolerantes, temperatura dptima de
crecimiento inferiores o iguales a 15 °Cy de 15 °Ca 20 °C, respectivamente). Poseen una
alta eficiencia catalitica a bajas temperaturas, comparado con las enzimas derivadas de
microorganismos mesofilos y termdfilos (temperatura dptima de crecimiento 35-39 °C
y por encima de los 45 °C, respectivamente). En la busqueda de enzimas sicrofilas, se
propuso la siguiente hipétesis: Grania sp.; un oligoqueto que habita las costas de la
Bahia Maxwell (Antartida), posee una microflora que ayudaria a degradar los
componentes de las algas, (como proteinas, lipidos, almidén, agar, celulosa, entre
otros), mientras que el oligoqueto brindaria un nicho apropiado para que se desarrolle
una comunidad microbiana. Entre estos microorganismos, podriamos encontrar algunos
productores de proteasas, lipasas, agarasas, amilasas y celulasas activas en frio, con

potenciales usos en biotecnologia.

Durante este trabajo se obtuvo una coleccidon de 55 aislamientos microbianos del
intestino de Grania sp. (bacterias y levaduras) proteoliticos, agaroliticos, amiloliticos y
celuloliticos. El resto del trabajo se focalizé en las bacterias celuloliticas. Estas se
identificaron por secuenciacién y comparacion en bases de datos del gen codificante
para la subunidad ribosomal 16S, y la filiacién se verificd construyendo arboles
filogenéticos. Ademas, se determind su potencial celulolitico en placa conteniendo

carboxi metil celulosa (CMC) a diferentes temperaturas. El aislamiento identificado



como Pseudomonas sp. AUG 38 presentd el mayor potencial celulolitico a 10, 20y 30 °C,
y se tomé como modelo para poner a punto la produccién de celulasas, probando

distintos sustratos celulésicos como principal fuente de carbono y energia.

El objetivo a largo plazo de este trabajo seria obtener un sobrenadante de cultivo capaz
de hidrolizar (sacarificar) celulosa a temperaturas compatibles con la de fermentacién
alcohdlica realizada comunmente por Saccharomyces cerevisiae (30 - 35 °C) y poder

realizar ambos procesos en un solo paso para la obtencién de bioetanol.



1 INTRODUCCION

éQué es la Biotecnologia?

En un informe realizado por la Organizacidon para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OCDE), publicado en 1982, se define la biotecnologia como la “aplicacion
de los principios cientificos y técnicos al tratamiento de los materiales por los agentes
bioldgicos para obtener bienes y servicios”; siendo los “agentes” microorganismos,
células animales y vegetales, o enzimas; y los “bienes y servicios” los productos de las
industrias farmacéuticas, biomédicas, de la alimentaciéon y de transformacion de

materias primas en general para numerosos servicios (Cegarra, 2012).

Comparado con los métodos tecnolégicos que aplican procesos quimicos tradicionales,
la biotecnologia proporciona multiples ventajas a las industrias que la utilizan. En
muchos casos, los procesos biotecnoldgicos permiten un mayor rendimiento, pero mas
importante es que suelen ser mds amigables con el ambiente, ya que reducen la
cantidad de productos contaminantes. Ademas, algunos procesos biotecnolégicos se
encargan de solucionar problemas de contaminacidn, lo cual conocemos como

biorremediacion (Singh & Ward, 2004).

1.1 Enzimas

Muchas reacciones quimicas ocurren espontaneamente, mientras otras requieren de un
catalizador para que ocurran en tasas significativas. Este catalizador no se consume ni
se altera durante la reaccién, y en teoria podria ser utilizado indefinidamente en la
conversion de un sustrato a su producto, aunque en la practica no se puede reutilizar
indefinidamente (lllanes, 2008). Las enzimas son catalizadores bioldgicos, y son ademas

una de las herramientas utilizadas en biotecnologia.

Las enzimas se clasifican, segin la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB), segun la naturaleza de las reacciones quimicas que catalizan, y se

les asigna un numero EC (Enzyme Comission) (Voet et al., 2009).



Existen seis grupos de enzimas:

1) éxidoreductasas, EC 1, que catalizan reacciones de oxidoreduccion;

2) transferasas, EC 2, involucradas en la transferencia de grupos funcionales;
3) hidrolasas, EC 3, que catalizan reacciones de hidrdlisis;

4) liasas, EC 4, que eliminan grupos funcionales para formar dobles enlaces;
5) isomerasas, EC 5, que intervienen en reacciones de isomerizacion; y

6) ligasas, EC 6, que catalizan la formacion de enlaces acoplado a la hidrdlisis de ATP

En base a los objetivos de esta tesis, las siguientes secciones se focalizardn en la
informacién sobre las hidrolasas, que son las enzimas que ocupan la gran mayoria del
mercado de enzimas a nivel mundial (Monte et al., 2013). Especificamente, se realizara
mencion a las proteasas y lipasas/esterasas asi como a las glicosilasas (también llamadas

carbohidrasas), con énfasis en las celulasas.

1.1.2 Hidrolasas

Las hidrolasas (EC 3) son las enzimas que catalizan la hidrdlisis de un enlace quimico,

segln se muestra en la Figura 1.1.

hidrolasa

A—B + H'O'\H —> A-OH + B-H

Figura 1.1 Ecuacion de reaccién de hidrdlisis, mediada por una hidrolasa

Segun el tipo de enlace que hidrolizan, a este tipo de enzimas se les asigna un segundo

numero EC, segln se indica en la Tabla 1.1.



Tabla 1.1 Clasificacion de hidrolasas

Numero EC Enlace sobre el que actua Ejemplos
3.1 Ester Lipasas, esterasas
3.2 Glicosidico Celulasas, agarasas, amilasas
3.3 Eter Eter hidrolasas
34 Peptidico Proteasas
3.5 Carbono-Nitrégeno (no peptidico) Amidasas
3.6 Anhidrido GTP asas
3.7 Carbono-Carbono Oxaloacetasas
3.8 Hidrégeno-halégeno Haloalcano dehalogenasas
3.9 Fosforo-Nitrégeno Fosfoamidasas
3.10 Fosforo-Azufre Ciclamato sulfohidrolasas
3.11 Fosforo-Carbono Fosfonopiruvato hidrolasas
3.12 Azufre-Azufre Tritionato hidrolasa
3.13 Carbono-Azufre UDP sulfoquinovosa sintasa

Datos tomados de http://enzyme.expasy.org/

1.1.2.1 Proteasas

Las proteasas o peptidasas son las enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos (EC 3.4,
Tabla 1.1). Dependiendo de si hidrolizan enlaces peptidicos dentro o en la terminacién
de la cadena peptidica, se las clasifica en endopeptidasas o exopeptidasas,
respectivamente. Estas enzimas también se clasifican en familias en base a su estructura
tridimensional y al aminoacido caracteristico presente en su sitio activo, lo cual se indica
con una letra: S, serina proteasas; C, cisteina proteasas; M, proteasas metalicas; A,
proteasas asparticas; G, glutamato proteasas; N, asparragino proteasas; y T, treonina
proteasas. Por mas informacién, se puede consultar la base de datos de proteasas

conocida como MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/).

Este grupo de enzimas tiene aplicacion en diversos campos en la industria. Abarcan la

alimenticia, como durante la elaboracidn de cerveza, quesos, panificacion, preparacién



de concentrados de proteina; industria de la curtiembre (depilacion de cueros); industria
textil, por ejemplo en el tratado de la seda; industria de detergentes, como aditivo de
jabones en polvo para lavar ropa; industria farmacéutica, en el tratamiento de heridas
purulentas; biorremediacidn; industria fotografica, entre otros (Kumar & Takagi, 1999;

Joshi & Satyanarayana, 2013).

1.1.2.2 Lipasas y esterasas

Ambas son enzimas que hidrolizan enlaces éster (EC 3.3). Las lipasas catalizan la
hidrélisis de dcidos grasos de cadenas largas en los triglicéridos, generalmente insolubles
en agua. En cambio, las esterasas presentan actividad sobre sustratos solubles en agua,
hidrolizando 4acidos grasos de cadena corta. Existe una base de datos centralizada
(LIPABASE; http://www.lipabase-pfba-tun.org) que proporciona informacion sobre
lipasas de diferentes especies, e incluye informacion taxondmica, asi como aspectos

fisicoquimicos y datos moleculares de las mismas.

Ambos tipos de enzimas tienen importante aplicacién en biocatdlisis: industria
farmacéutica, produccion de agroquimicos, también en la produccidn de biodiesel, y en

la industria de los detergentes (Fojan et al., 2000; Joseph et al., 2007).

1.1.2.3 Glicosilasas

Las glicosilasas o glicosil hidrolasas son enzimas que hidrolizan el enlace Glicosidico (EC
3.2). La base de datos CAZy (Carbohydrate Active Enzyme; http://www.cazy.org/)
describe las familias de enzimas que degradan, modifican o crean enlaces glucosidicos.

Ejemplos de éstas son las agarasas, amilasas y celulasas.

1.1.2.3.1 Agarasas

El agar esta compuesto por una mezcla de agarosa y agaropectina, ambos son complejos
de galactosa. Constituye el 60 % del peso seco de las algas rojas. A partir de su hidrdlisis

se obtienen numerosos azlcares monoméricos, que son utilizados en la industria de
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biorrefineria y produccion de biocombustibles (Chi et al., 2012). Las agarasas, son
responsables de su hidrdlisis enzimatica. Son clasificadas segun el patrén de clivaje en
dos tipos: a-agarasas (E.C. 3.2.1.158), y B-agarasas (E.C. 3.2.1.81), las cuales actuan
sobre enlaces a-1,3 y B-1,4 respectivamente (Ting & Moo, 2010).

1.1.2.3.2 Amilasas

Estas enzimas son capaces de hidrolizar almidén. Este es un polimero de glucosas unidas
por enlaces a 1-4, con algunas ramificaciones a-1,6 que ante su hidrélisis por estas
enzimas, libera moléculas de glucosa, dextrina (oligosacarido épticamente activo), y
otros oligosacdridos. Se usan en la industria del papel (en procesos de desteiiido) y en

la alimenticia (para suavizar la textura del pan y otros horneados) (Asgher et al., 2007).

1.1.2.3.3 Celulasas

Las celulasas son las enzimas responsables de la degradacion de la celulosa. En general
los organismos producen varias enzimas que actua en forma sinérgica hidrolizando la
celulosa y hemicelulosa. Estas enzimas presentan actividad endocelulasa, exocelulasa y
B-glucosidasa, que degradan la celulosa a oligosacaridos, hasta llegar al monosacarido

gue compone la celulosa: la glucosa (Cavaco, 1998).

1.2 Celulasas: las carbohidrasas que ocupan el 20% del mercado mundial de

enzimas

1.2.1 Celulosa: estructura del polimero sustrato de las celulasas

Las plantas sintetizan alrededor de 4 x 10° toneladas de celulosa anuales (Tomme et al.,
1995), también las algas producen una gran cantidad, (Baldan et al., 2001), y constituye

una fuente renovable de azucares.
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La celulosa es un polimero lineal de alto peso molecular, compuesto por unidades de D-
glucosa unidas por enlaces B 1-4, formando cadenas que a su vez se ordenan mediante
enlaces de hidrégeno con otras cadenas, generando diversos rearreglos cristalinos (Fig.

1.2) (Guarnizo et al., 2009; Park et al., 2010).

La hemicelulosa, en cambio es un heteropolisacarido compuesto por unidades de
hexosas, pentosas y sus acidos urdnicos (Vibe & Ulvscov, 2010). Este polimero forma

parte de las paredes de las células vegetales y recubren las fibras de celulosa.

Figura 1.2 Celulosa. Arriba a la izquierda, se muestra una molécula de glucosa. A la
derecha se muestra una cadena de glucosas unidas por enlaces B 1-4. Mas abajo se
muestran los enlaces de hidrégeno que se forman entre los atomos de distintas cadenas,
conectando asi las diferentes cadenas de glucosas.

1.2.2 Clasificacidon de celulasas

Estas enzimas se clasifican segun el sitio o punto de accidon donde realizan la hidrdlisis
de la cadena de celulosa (Fig. 1.3). Las endoglucanasas (EC 3.2.1.4) hidrolizan enlaces
internos de la celulosa, produciendo cadenas de oligosacaridos y por lo tanto
aumentando el nimero de extremos. Las exoglucanasas, actian en los extremos de la
cadena de polisacaridos de celulosa, liberando celobiosa (catalizado por las
celobiohidrolasas EC 3.2.1.91) o glucosa (catalizado por las glucanohidrolasas EC

3.2.1.73) (Sadhu & Maiti, 2013). Las celobiasas o B-glucosidasas (EC 3.2.1.21) son
12



también exoglucanasas, pero en este caso hidrolizan el enlace B-glucosidico de

celobiosa, liberando dos moléculas de glucosa.

Endoglucanasa

Glucanohidrolasa Celobiohidrolasa

Celobiosa
Celobiosa a

Celobiosa

& . Celobiasa

3 3
H OH H OH H OH H OH

Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucasa Glucosa

Figura 1.3 Celulasas y su modo de accion.



Existen ademas celulasas oxidativas (no hidrolasas) como la celobiosa deshidrogenasa
que despolimeriza indirectamente la celulosa. Esta enzima oxida la celobiosa a
celobiolactona (Fig. 1.4), utilizando mayormente quinonas como aceptor de electrones
(Cohen et al., 1997; Cameron & Aust, 2001). Sin embargo, se sugiere que también podria
actuar sin un aceptor aromatico, produciendo radicales libres (reaccién de Fenton), los
cuales atacarian los enlaces B-1,4 de la celulosa, despolimerizandola segln se muestra

en la Figura 1.5 (Henriksson et al., 2000).

También hay celulasas fosforilasas que actuan sobre la celulosa, liberando residuos de

glucosa, pero usando pirofosfatos en vez de agua como nucleéfilo (Saranraj et al., 2012).

CH,OH CHEOH CH;OH
H O 0oH
Ii COH H
H quinona quinana
reducida ]
Celobiosa Celobiolactona

Figura 1.4 Reaccidn catalizada por la Celobiosa deshidrogenasa (CDH). Se da la oxidacién
de celobiosa a celobiolactona.

o
1

. - }’H .
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Figura 1.5 Esquema de despolimerizacidn de celulosa a partir de radicales libres. Imagen

tomada de Henriksson et al. (2000).
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1.2.3 Organismos productores de celulasas

Tanto algunos eucariotas como algunos procariotas pueden sintetizar celulasas (Davison
& Blaxter, 2005; Tanimura et al. 2013). Sin embargo, durante esta tesis se hara hincapié

en la produccion de celulasas por procariotas.

1.2.3.1 Plantas

Existen celulasas sintetizadas por las plantas, que actlan en diversas etapas del

desarrollo vegetal, hidrolizando las paredes celulares (Bennett & Christoffersen, 1986).

1.2.3.2 Animales

También existe degradacién de celulosa por parte de algunos animales que producen
celulasas endégenas. Estas han sido detectadas en nematodos parasitos de plantas (por
ejemplo Globodera rostochiensis), asi como en algunos artrépodos terrestres (insectos
como la termita Nasutitermes takasagoensis) y moluscos como los gasterépodo marinos
Dolabella auricularia y Aplysia kurodai, quienes resultan ficéfagos gracias a ello
(Watanabe & Tokuda, 2001, 2010; Lo et al. 2011; Tsuji et al., 2013). Sin embargo, la
mayoria de los animales no pueden degradar la celulosa por si solos, y cuentan para ello

con una microflora simbionte con capacidad celulolitica (Brune & Ohkuma, 2011).

1.2.3.3 Microorganismos celuloliticos

Numerosas bacterias y hongos, asi como también algunos protozoarios, degradan
naturalmente la celulosa. Los hay aerobios, anaerobios, mesoéfilos, termofilos (Saranraj
et al., 2012) vy sicroéfilos (Kasana & Gulati, 2011), neutrdfilos, alcaldfilos, aciddfilos y
haléfilos, por lo cual se dice que los microorganismos celuloliticos colonizan una gran

variedad de ambientes (Ljungdahl & Eriksson, 1985).

Se han aislado microorganismos con capacidad celulolitica provenientes del suelo, de

intestinos de animales, por ejemplo termitas, asi como del rumen y de sedimentos
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marinos y lagos, entre otros (Deng & Tabatabai, 1994; Wenzel et al., 2002, Teather &
Wood, 1982).

Algunas especies de hongos pertenecientes a los géneros Trichoderma, Penicillium,
Sporotrichum, Aspergillus, Phanerochaete, Fusarium y Talaromyces se han reportado

como celuloliticas (Mc Hale & Couglan 1981, Persson, et al., 1991).

También especies pertenecientes a los géneros bacterianos Clostridium, Cellulomonas,
Bacillus, Thermomonospora, Streptomyces, Ruminococcus, Bacteroides, Erwinia,
Acetivibrio, (Shweta, 2012) Cellvibrio, Nocardiopsis, Pseudomonas, Alcaligenes (Sadhu &

Maiti, 2013), producen enzimas celuloliticas.

Estos microorganismos celuloliticos producen una variedad de médulos enzimaticos que
actuan sinérgicamente sobre la celulosa. En algunos microorganismos (por ejemplo
Clostridium thermocellum) las celulasas se organizan en un complejo de degradacion,

denominado celulosoma (Bayer et al., 1998).

No existen muchos reportes sobre la regulacion de la produccion de celulasas por
microorganismos. Se conoce que la expresion de las celulasas en Trichoderma reseii se
induce solamente en presencia del sustrato celuldsico y se reprime si hay una fuente de
azucares simples disponibles para utilizar como fuente de carbono y energia (Sukumaran
et al., 2005). El estudio y optimizacion de la produccién de celulasas activas por parte de
los microorganismos estd en auge, debido a la importancia de estas enzimas en el

mercado biotecnoldgico.

1.2.4 Celulasas en biotecnologia

La celulosa es el biopolimero mas abundante de la Tierra, y constituye una significativa
fuente de azlcares econdmicos (Quiroz-Castafieda & Folch-Mallol, 2011). Sin embargo,
su estructura cristalina no es facil de degradar ni por métodos enzimaticos ni quimicos
(Jiménez et al., 2010). Por ello se continua la busqueda de nuevas celulasas, que puedan
contribuir a la industria de una manera eficiente. Las celulasas y hemicelulasas ocupan
el 20 % del mercado mundial de enzimas (Mantyla et al., 1998; Bhat, 2000) y tienen

numerosas aplicaciones industriales, algunas de las cuales se describiran a continuacién.
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1.2.4.1 Industria textil

Las celulasas se utilizan para el tratamiento de telas producidas con fibras de celulosa.
Por ejemplo, el acabado final de los jeans (producidos con tejido de algoddn) se da
mediante lavados con piedra pémez (lavado a la piedra). Sin embargo, ultimamente
estos tratamientos se estan sustituyendo por tratamientos enzimdaticos con celulasas,
que cortan las fibras de la superficie del algoddn, permitiendo un tratamiento mds suave
y menos abrasivo. El tratamiento enzimatico resulta mas econdmico y amigable con el
medio ambiente, que otros tratamientos mecanicos y quimicos (Belghith et al., 2001;

Ibrahim et al., 2011).

1.2.4.2 Industria de los detergentes

Las celulasas se utilizan en detergentes para ropa. Estas enzimas, junto a lipasas y
proteasas, se agregan a los detergentes quimicos, optimizando la limpieza y tratamiento
de la ropa. Para este uso, se seleccionan aquellas enzimas activas a pH alcalino, alta

concentracién de sales y tensoactivos, entre otros.

Su modo de accién ayuda a la limpieza, ya que al ponerse en contacto selectivamente
con las fibras de celulosa, actuan eliminando la suciedad entre las fibras (Cavaco, 1998).
A su vez, mejoran la apariencia del tejido, ya que eliminan fibrillas que se desprenden
durante el uso, dejando la superficie mas lisa, con el color mas visible; disminuyen la
hidrofobicidad de la tela, lo que facilita el lavado; y aumentan su suavidad (Kuhad et al.,

2011).

1.2.4.3 Industria alimenticia

Las celulasas se utilizan en numerosos procesos de la industria alimenticia. Se usan para
la extraccién de jugos vegetales, produccion de néctares y purés, en la extraccién de
aceite de oliva, tratamiento de semillas y granos. También se usan en la elaboracion de

cerveza, en la industria del vino, en la extraccion de carotenoides, etc. Se usan ademas
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en la industria de la panificacién, para aumentar la cantidad de monosacaridos en la

masa, incrementando asi su elasticidad. (Coughlan & Folan, 1978; Nadeem et al., 2009).

Ademas, las celulasas se agregan como aditivos en forrajes, optimizando las propiedades

nutritivas de los alimentos al facilitar su digestién (Saranraj et al., 2012).

1.2.4.4 Industria papelera

Tradicionalmente, la obtencidn de pulpa de celulosa se realiza de forma mecdnica. Sin
embargo, si se realiza una refinacién y molienda de la materia prima lefiosa de forma
mecanica, y luego se hace un tratamiento con celulasas y hemicelulasas (enzimas que
degradan la hemicelulosa), se obtiene una pulpa de celulosa mas resistente y mas
barata. También son utilizadas para el tratamiento de fibras de celulosa, por ejemplo

para reducir asperezas e incrementar el brillo, entre otros.

A su vez, se utilizan para el tratamiento del papel a reciclar. El tratamiento con celulasas
ayuda a desprender los colorantes presentes en estos, facilitando su reciclaje (Bhat,

2000).

1.2.4.5 Industria de los biocombustibles

Actualmente estamos experimentando un cambio de paradigma, dejando de lado la
economia social en base al petréleo, a una economia basada en recursos renovables. La
celulosa es un material vegetal abundante y renovable. El uso de las celulasas para la
degradacion (sacarificacion) de residuos vegetales representa una prometedora forma
de obtener azucares, los que por fermentacidn daran etanol. Este etanol de celulosa se
conoce con el nombre de “oro verde” (Pichs, 2008) (Figura 1.5) y puede utilizarse como
biocombustible, con dos ventajas: la obtencidn econédmica del alcohol y la utilizacién de
materiales celuldsicos considerados subproductos industriales (Knauf & Moniruzzaman,

2004; Chandel et al., 2012, Zittelli, et al., 2013).

A su vez, la sacarificacion enzimatica es mds amigable con el medio ambiente,

comparado con la hidrélisis dcida o basica de celulosa con productos quimicos. Y
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comparada con la hidrélisis a altas temperaturas, la enzimatica requiere menor

consumo de energia.

Generalmente el proceso de sacarificacidon se realiza de manera independiente a la
fermentacion. Sin embargo, existe una activa busqueda de procedimientos para realizar
ambos procesos (sacarificacion y fermentacidn) en un solo paso. Por ejemplo, este
proceso podria realizarse con microorganismos anaerdbicos que puedan sacarificar el
material vegetal al mismo tiempo que realicen la fermentaciéon alcohdlica, con

rendimientos significativos (Wilson, 2009).
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Figura 1.5 Produccion de biocombustibles. Se muestra un ciclo donde se utilizan los
residuos vegetales en la produccidn de etanol, obteniéndose energia renovable.

1.3 Antartida como fuente de enzimas novedosas

1.3.1 Continente antartico

La Antdrtida abarca los territorios al sur del paralelo 60 °S. Con excepcidn de la peninsula
antartica, todo el territorio se ubica dentro del Circulo Polar Antartico. Tiene una
superficie de unos 14 millones de km?, y solo el 1 % se encuentra libre de hielo. Es el
continente mas frio, mds seco y mas ventoso de todo el planeta. La temperatura del mes
mas calido (enero) promedia los 0,4 °C en la costa y los -40 °C en el interior del

continente; mientras que en el invierno, el promedio oscila los -23 °C a -68 °C. (Moreano
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& Riofrio, 2010), sin embargo, a pesar del clima, existen numerosos seres vivos que estan

adaptados a las severas condiciones de Antdrtida.

1.3.2 Enzimas microbianas adaptadas al frio

Las enzimas adaptadas al frio o enzimas sicroéfilas, son las enzimas producidas por los
microorganismos que son capaces reproducirse a bajas temperaturas (sicréfilos y
sicrotolerantes). Los sicrofilos tienen temperatura éptima de crecimiento a 15 °C, o
inferiores (Morita, 1975) y los sicrotolerantes crecen a 0 °C, pero su temperatura éptima
de crecimiento estd en el rango de los 15 a 20 °C. Las enzimas producidas por estos de
microorganismos poseen una alta eficiencia catalitica a bajas temperaturas, comparado
con las enzimas derivadas de microorganismos mesodfilos y termofilos (temperatura
Optima de crecimiento 35-39 °C y por encima de los 45 °C, respectivamente). Existen
registros de enzimas sicrofilas capaces de catalizar, a bajas temperaturas, reacciones a
velocidades de hasta un orden de magnitud mayor que las enzimas homdlogas mesdfilas

(D’Amico et al., 2006; Madigan et al. 2003).

1.4 Grania sp. y su intestino

Grania es un género de oligoquetos, perteneciente a la familia Enchytraeidae. Este
género posee 72 especies descriptas que habitan desde costas a grandes profundidades
ocednicas de diferentes partes del mundo, desde aguas tropicales, hasta aguas frias (De
Wit, 2010). Por ejemplo, uno de sus habitats es la costa de la Bahia Maxwell en la Isla
Rey Jorge, Antdrtida, donde existe una especie de este género, aln no reportada en la

bibliografia (comunicacion personal del Prof. Rodrigo Ponce de Ledn).

Los oligoquetos Grania, son gusanos delgados y pequefios. Se identifican por los
siguientes caracteres morfoldgicos: las quetas, glandulas medioventrales, estilete

peneal, coloracion y posesion de cabeza (De Wit, et al., 2011).

En particular, la especie con la cual trabajamos durante esta tesis, se alimenta de las

algas rojas y pardas presentes en la playa frente a la Base Cientifica Antartica Artigas
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(Figura 1.6). Se trata de un oligoqueto de aproximadamente 7 mm de largoy 1 mm de

didmetro.

s 32 s L e F=

Figura 1.6 Grania sp. presente en las costas de la Bahia Maxwell, Antartida. Gentileza
de Florencia Salvo.

Existen trabajos que reportan microflora de oligoquetos de diversos géneros, como
Phallodrilus, Inanidrilus, Olavius, Tubificoides, Fridericia, Mesenchytraeus, entre otros
(Giere & Langheld, 1987; Rashed et al. 1992; Blazejak, 2005; Rihland, 2010, Muirakami
et al. 2015). Pero hasta donde conocemos, no existiria informacién sobre la composicidn

de la microflora intestinal de oligoquetos del género Grania.

Como se trata de animales que viven en la Antartida, y son animales ectotermos, cuya
temperatura corporal varia segin el ambiente, se cree que su microflora asociada es

sicrofila o sicrotolerante.
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Hipotesis

Basados en que el oligoqueto de estudio en esta tesis, Grania sp., se alimenta de las
algas rojas y pardas presentes en la costa de la Bahia Maxwell, nos propusimos la
siguiente hipodtesis de trabajo: Grania sp. posee una microflora intestinal, donde existiria
un mutualismo: los microorganismos degradan los componentes de las algas, y Grania
sp. brinda un nicho apropiado para que se desarrolle una comunidad microbiana en su
intestino. Estos microorganismos producirian y secretarian enzimas hidroliticas capaces
de participar en los procesos digestivos, a bajas temperaturas, dado a que los
oligoquetos son ectotermos. Entre estos microorganismos, deberian encontrarse
algunos productores de celulasas sicrofilas, y se podria explorar su potencial uso en

algunas industrias, tales como para la produccién de bioetanol.
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Objetivos

Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la microflora intestinal de Grania sp. de origen antdartico.
Analizar la capacidad de estos microorganismos de producir enzimas hidroliticas activas

a bajas temperaturas, para futuras aplicaciones biotecnoldgicas.

Objetivos especificos

1. Aislar microorganismos provenientes del intestino del oligoqueto Grania sp.,
utilizando medios de cultivo diferenciales para la seleccion de microorganismos

agaroliticos, lipoliticos, proteoliticos y celuloliticos, a bajas temperaturas.

2. Probar la capacidad de todos los aislamientos de producir diferentes enzimas

hidroliticas.

3. Identificar, por secuenciacion de la subunidad ribosomal 16S, aquellos

microorganismos que posean actividades interesantes.

4. Analizar los microorganismos productores de celulasas, determinando la capacidad
de éstos para producir enzimas celuloliticas a distintas temperaturas (10 °C, 20 °Cy 30

°C).

5. Evaluar la capacidad de sacarificacion del microorganismo que demostraria mayor

capacidad hidrolitica de celulosa a 20 °Cy 30 °C.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Colecta de Grania sp.

Se colectaron oligoquetos Grania sp. en las costas de la Bahia Maxwell, de la Isla Rey
Jorge (62° 18’ 59 S; 58° 90’ 28" W), proximos a la Base Cientifica Antartica Artigas
(BCAA) (Fig. 2.1). La busqueda de oligoquetos se realizé entre las algas rojas y pardas
presentes en la playa. Con guante de latex se tomaron las algas y oligoquetos y se
colocaron en una bolsa de nylon del tipo Zyploc, para su traslado al laboratorio de la

BCAA.

Los animales se separaron de restos de algas cerrando la bolsa en forma hermética, para
que luego de unas horas de almacenamiento en la heladera (10 °C) los oligoquetos
migraran por la superficie interna de la bolsa, en busca de oxigeno, separandose de las

algas.

Los oligoquetos se tomaron con pinza estéril (por flambeado) y se lavaron tres veces en
suero fisioldgico estéril (SFE; Anexo Otros Buffers y soluciones). Finalmente, se procedio
a la remocién de sus intestinos en forma aséptica, por parte del Prof. Rodrigo Ponce de

Ledn.

Debido al pequefio tamafio de los oligoquetos (aproximadamente de 1 mm de didmetro
y 7 mm de longitud) fue dificil extraerles el intestino; por lo que se les realizé un corte
longitudinal, exponiendo el contenido intestinal al medio. A su vez se los corté
transversalmente en fragmentos de 2 mm. Los trozos se sumergieron en 5 mL de SFE
estéril y la ruptura de los mismos se realizé en forma mecanica. Se tomaron con una
jeringa de 1 mLy se forzaron a pasar por una aguja de 0,4 mm de diametro, vaciando su
contenido en un tubo Falcon estéril de 15 mL. El procedimiento de ruptura se realizé
dos veces mas, para finalmente obtener el homogenizado, conteniendo material animal

y microbiano.
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Figura 2.1. Lugar de la colecta de oligoquetos. a) Isla Rey Jorge, Antartida, b) Bahia
Maxwell y Base Cientifica Antartica Artigas. La zona de colecta se muestra indicada con
rojo; c) Algas rojas y pardas presentes entre las rocas.

2.2 Enriquecimiento de microorganismos productores de enzimas

hidroliticas utilizando medios diferenciales

El homogeneizado se utilizé para sembrar medios diferenciales para el aislamiento de
microorganismos capaces de producir las siguientes enzimas hidroliticas: celulasas,

lipasas, agarasas y proteasas (Fig. 2.2).

2.2.1 Siembra en superficie sobre medios diferenciales

Se realizd la siembra en superficie de 100 pL del homogeneizado sobre placas
conteniendo los diferentes medios diferenciales (ver Anexo de Medios de Cultivo),
solidificados con agar al 1.5%; y se incubaron a 10 °C durante una semana. Los medios
se denominaron MC, MLy MA, y se utilizaron para favorecer el crecimiento de aquellos
microorganismos que utilizaran como principal fuente de carbono a carboxi-metil
celulosa (CMC), leche descremada y aceite de oliva, respectivamente. De esta manera
se favorece el crecimiento de microorganismos con actividad celulolitica, proteolitica y
lipolitica, respectivamente. También se realizd la siembra en superficie sobre placas que
contenian medio M-agar, sin el agregado de una fuente de carbono adicional (excepto

la triptona y el extracto de levadura, que se agregaron en pequefas concentraciones),
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para aislar microorganismos capaces de licuar el agar (agaroliticos), aunque estos
microorganismos podrian directamente ser detectados en cualquiera de los otros

medios ensayados. Los medios se describen en el Anexo de Medios de cultivo.

2.2.2 Enriquecimiento en medios diferenciales liquidos

Por otro lado, se sembraron 200 uL del homogeneizado en tubos conteniendo 5 mL de
medios liquidos de enriquecimiento diferenciales, y se incubd con agitacién (200 rpm) a
10 °C. En este caso se utilizaron los medios MP (donde se utilizé papel de filtro estéril
para el enriquecimiento en microorganismos celuloliticos), ML y MA. Y a su vez se
utilizaron tubos con medio semisélido (M-agar semisélido), para el enriquecimiento en
microorganismos agaroliticos. Luego de los 15 dias de incubacion, se sembraron 100 pL

de los diferentes cultivos en superficie, sobre placas conteniendo medio LB (Anexo de

Medios).
"
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Figura 2.2. Siembra en superficie y enriquecimiento para microorganismos que utilicen
celulosa (MC), papel (MP), leche (ML), aceite (MA) o agar (M-Agar) como principal
fuente de carbono.
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2.2.3 Reaislamiento de colonias en medio LB

Se reaislaron las colonias obtenidas segin se describen en las secciones 2.2.1y 2.2.2
(provenientes tanto de las placas con medios diferenciales, como de los caldos de
enriquecimiento diferencial) en medio LB. Luego se seleccionaron y numeraron aquellas
colonias con diferente morfologia (tamafio, color, superficie y borde). La coleccién de

microorganismos se almacend a -80 °C en glicerol al 15 %.

2.3 Exploracion del potencial hidrolitico de los diferentes aislamientos

Todos los aislamientos, indistintamente del medio desde el cual fueron aislados, se
analizaron en los distintos medios sdlidos diferenciales para estudiar la capacidad de
producir diferentes enzimas hidroliticas a 10 °C. Desde cultivos frescos, crecidos en
placas con LB, los aislamientos se sembraron con ansa estéril (por incineracidn) en placas
conteniendo los medios: ML, MC, MA y M-agar. Se realizaron tres réplicas biolégicas
para cada determinacidn. Las placas se incubaron a 10 °C hasta observar crecimiento de
la colonia, y se procedid al revelado de actividad celulolitica y la observacion del

desarrollo de actividad proteolitica, lipolitica y agarolitica.

Los aislamientos bacterianos que presentaron actividad celulolitica se probaron
posteriormente en medio de cultivo con almiddn soluble como fuente de carbono
(medio MS; S por Starch), para explorar la capacidad de los microorganismos de

desarrollar actividad amilolitica.

2.3.1 Revelado o visualizacion de actividades hidroliticas, en placas

Los microorganismos proteoliticos (capaces de hidrolizar la caseina y otras proteinas de
la leche) y los lipoliticos (capaces de degradar el aceite de oliva) se distinguieron por

producir halos de transparencia alrededor de la colonia.

Los microorganismos con actividad agarolitica (capaces de degradar agar) se
identificaron por deformar el agar de la placa, produciendo una depresion del medio

debajo y alrededor de la colonia.
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Los microorganismos celuloliticos (capaces de degradar CMC) se identificaron porque
producen un halo de hidrdlisis del CMC, alrededor de la colonia, luego del revelado con
el colorante rojo Congo. El revelado se realizé de la siguiente forma: la superficie de la
placa se cubridé con una solucién de rojo Congo al 0,1% (en agua destilada), se incubd
por 15 min a temperatura ambiente, y se lavd con solucidon de NaCl 0,1 M para quitar el
exceso de rojo Congo. En caso positivo, los halos de hidrdlisis se visualizan en una
tonalidad mas clara, alrededor de la colonia, sobre un fondo rojo. La identificacion se
basa en que el rojo Congo se une fuertemente a los polisacaridos que contienen enlaces
B 1-4 entre D-glucopirandsidos y con D-glucanos unidos por enlaces B 1-3 (Teather &
Wood, 1982). Por ello, ante la hidrélisis del CMC, por parte de las enzimas celuloliticas
secretadas por los microorganismos, se pueden observar halos de hidrélisis sobre un

fondo rojo.

Los microorganismos amiloliticos (capaces de hidrolizar almidén), producen halos de
hidrdlisis tras el revelado con lugol. Se cubrié la superficie de la placa con lugol (yodo
molecular en solucién de yoduro de potasio) al 5%. Luego de 10 min a temperatura
ambiente, se lavaron con NaCl 0,1 M. Las colonias con capacidad amilolitica producen
halos mds claros sobre el fondo azul. Esta coloracién se debe a la formacion de cadenas
de poliyoduro (generalmente triyoduro, I37) que se enlazan con el almiddén en las hélices

del polimero.

2.4 |dentificacion morfoldgica y molecular de los microorganismos

celuloliticos

El trabajo se continud con los microorganismos que presentaron actividad celulolitica.

2.4.1 Tincidon de Gram y observacion al microscopio

A todos los microorganismos que degradaron CMC se les realizé la tincién de Gram, para
clasificarlos en Gram-negativos o Gram-positivos, y observar la forma, agrupacion y
tamafio de los mismos. Ademas, la observacion permite distinguir las levaduras de las

bacterias.
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Se preparo un frotis, tocando con punta de ansa la colonia, y esparciéndola con una gota
de agua sobre un portaobjeto. Se secd y fijé pasando el portaobjeto tres veces cerca de
la Ilama de un mechero. Se colocé el portaobjetos sobre un soporte para tinciones y se
cubrid con solucion de cristal violeta al 2 %. Se incubd un min a temperatura ambiente
y se lavd suavemente con agua de la canilla. Se cubrié con solucién de lugol al 3 % y se
incubd un min. Se lavé con agua, se cubrié con etanol 95 % y se incubd por 30 seg
moviendo suavemente el portaobjetos. Se lavé con etanol 95% hasta que no se arrastré
mas colorante. Se lavé con agua. Se cubrid con solucién de safranina de concentracion
2,5 ng/mL y luego de 15 seg se lavd y dejo secar. Se observd al microscopio de campo

claro con lente de inmersién (100 X objetivo, 10 X ocular).

A partir de la observacién microscdpica, se continué el trabajo con los aislamientos

bacterianos.

2.4.2 ldentificacion molecular de las bacterias

Los aislamientos bacterianos, que por su morfologia de colonia y apariencia ante el
microscopio lucian diferentes, se identificaron a nivel molecular. Para ello se amplifico y
secuencié un fragmento del gen que codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal,

para su andlisis en las bases de datos.

2.4.2.1 Preparacion del templado de ADN

Se realizaron lisados celulares para obtener el templado de ADN para las PCRs.

Para cada uno de los aislamientos, se trabajé con placas de cultivo recién crecidas. En
forma aséptica se tomé el crecimiento de media placa de cultivo en 1 mL de NaCl 1 M
estéril y se resuspendid en vortex. Se centrifugd durante 5 min a 8000 rpm, y se descartd
el sobrenadante. El pellet celular se lavé dos veces con 1 mL de agua Milli Q estéril. Por
ultimo, el pellet se resuspendio en 100 plL de agua Milli Q estéril, se sometid a ebullicidon
durante 5 min, e inmediatamente se congeld a -20 °C, para producir el choque térmico
y lisis celular. Luego se centrifugd durante 5 min a 8000 rpm y se utilizé el sobrenadante
como templado de ADN.
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2.4.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y visualizacion de

fragmentos de amplificacion

Para amplificar una regidén del gen 16S se realizé la técnica de PCR utilizando dos juegos
de cebadores universales: 1401R - 784F y 907R - 63F, utilizados por Marinez, 2008; (que
amplifican fragmentos de 617 y 844 pares de bases, respectivamente) (Tabla 2.1). Cada
templado de ADN se amplific6 con ambos juegos de cebadores. Estos juegos de
cebadores permiten la amplificacion de dos fragmentos con secuencias solapantes en
124 nucledtidos, segun su posicion en Escherichia coli, ampificando un total aproximado

de 1337 pares de bases (Fig 2.3).

63F (43..63) @ @ (780 ..797) 784F Q07R (907 .. 926) @ 1401R (1378..1401) @

500 1000 1500

344 pb

168 E. coli
1542 bp

Figura 2.3. Esquema de amplificacion de los cebadores utilizados, segln su posicién en

E. coli.

Tabla 2.1. Cebadores para amplificar una regién parcial del gen 16S.

Cebador | Secuencia Temperatura de fusién (Tm)

1401R | 5 CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGAACG 3’ |59,1°C

784 F 5" AAA CAG GAT TAG ATA CCC 3’ 58,3 °C
907 R 5 CCGTCAATT CCTTTRAGT TT 3’ 40,5 °C
63 F 5" CAG GCC TAA CACATG CAAGTC 3 49,2 °C

El cebador 907 R es degenerado y la R en su secuencia significa A o G.
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La mezcla de reaccion se preparé de la siguiente manera: para un volumen final de 20
uL se mezclaron 2 plL de Buffer de reaccion 10X (conteniendo MgCl, 25mM; c.f. 2.5 mM),
con 2 plL de cada cebador (preparados en agua apirégena estéril para inyectables, a una
concentracion de 10 uM (c.f. 1 uM), 2 pL de mezcla de dNTPs (2 mM de cada dNTP
preparados en agua para inyectables; (c.f. 1 mM), 1 uL de templado de ADN y 0,2 ulL de
la enzima Taq DNA polymerase (Bioline 5 U/uL; nUmero de catalogo BIO-21085).

El programa de ciclado fue: desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C; seguido de 27
ciclos de desnaturalizaciéon de un min a 95 °C, hibridacién de cebadores por un min a 58
°Cpara 907 R-63 Fy 59 °C para 1401 R - 784 F, y extension de cebadores de un minuto
(se utilizé aproximadamente 60 seg de extensién cada 1000 pb a amplificar) a 72 °C. Por

ultimo se programo una extensién final de 5 min a 72 °C.

La separacioén y visualizacién de los fragmentos se realizd mediante electroforesis y
tinciéon con el intercalante Good View (fabricante SBS). Se realizé la siembra de 2 uL del
producto de PCR en un gel de agarosa al 1 %, con Good View incluido (1 pL cada 25 uL
de agarosa). La separacién de fragmentos se realizé a 60 V, y la presencia de los mismos

se evidencio con luz UV. El resultado se registré utilizando el equipo G-BOXm.

2.4.2.3 Purificacién del fragmento de amplificacién, secuenciacién y analisis

de la secuencia

La purificacion de los fragmentos amplificados desde el gel de agarosa se realizé con el
kit comercial ISOLATE DNA Kits (Bioline; Cat. No. BIO-52029), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los fragmentos se enviaron a secuenciar al servicio de secuenciacién de

Macrogen, en Corea, desde ambos extremos.

La edicién de las secuencias se realizé en forma manual y el empalme de las mismas se
realizé utilizando la herramienta BLAST (bl2seq) de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).
Luego se procedié a la comparaciéon de las secuencias obtenidas con la informacion
depositada en las bases de datos de NCBI y RBD (ribosomal data base,

http://rdp.cme.msu.edu/segmatch/seqmatch_intro.jsp).

31



2.4.2.4 Andlisis filogenético

Se construyeron arboles filogenéticos para visualizar las relaciones filogenéticas entre
los microorganismos analizados y otros de referencia, tomados de la base de datos que
ofrece NCBI. Como secuencias de referencia se utilizaron las tres primeras secuencias,
gue mostraron mayor porcentaje de similitud (por BLASTn). Solo se trabajé con
secuencias verificadas y que en su mayoria se relacionaban a microorganismos

publicados en la revista International Journal of Systematic.

El alineamiento de secuencias se realizé utilizando ClustalW con el software MEGA 5.2
(Tamura et al., 2011) y luego se procedié al analisis filogenético y construccién de
arboles segun los algoritmos de Maxima Parsimonia (Maximum Parsimony Tree) y Union
de Vecinos (Neighbor-Joining Tree), utilizando 1000 réplicas (bootstrap) para la

confiabilidad de los mismos. Se tomd como raiz externa el 16S de Bacillus licheniformis.

2.5 Evaluacién del potencial celulolitico de las bacterias seleccionadas

Los aislamientos bacterianos con potencial celulolitico se crecieron en medio LB liquido
a 10 °C (200 rpm) hasta fase exponencial, cuando alcanza una densidad &ptica
(pardmetro indirecto de cuantificacion celular) aproximada de 0,4 a 620 nm, medida en
un lector de placas de ELISA (camino éptico de 0,5 cm). Los cultivos se realizaron por

triplicado para obtener tres réplicas bioldgicas.

Luego se sembrd una gota de cultivo, tomado con ansa (volumen aproximado de 5 uL),
por triplicado sobre placas con MC solidificado con agar al 1,5 %. Se incubaron tres
placas de cada réplica de cultivo a 10 °C, 20 °C y 30 °C. Las placas se revelaron por el
agregado de rojo Congo, tal cual se describié en 2.3.1, alos 7,9 y 11 dias de sembradas.
Se registré el tamano promedio de los didmetros de hidrdlisis y de las colonias
(promedio de los diametros tomados en forma perpendicular). El potencial celulolitico

se expresd como la relacion entre el tamafio del halo de hidrdlisis y de colonia.

Se seleccionaron los microorganismos que demostraron un buen potencial celulolitico

en la placa (mayor tamario relativo de los halos de hidrdlisis) (Seccion 3.3.4).
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2.6 Evaluacion del potencial sacarificador de las bacterias celuloliticas

2.6.1 Diferentes medios de cultivo para la posible produccidn de celulasas

Los microorganismos se crecieron en medio LB (10 °Cy 200 rpm) hasta fase exponencial
y luego se inocularon (volumen de indculo del 1%) matraces de 250 mL, conteniendo 50
mL de Medio Minimo (cuya composicién se muestra en Anexo de Medios) con CMC,
Avicel, Celulosa o a-Celulosa como fuente de carbono y energia, y otro matraz con
glucosa como control. Los matraces se incubaron a 30 °Cy a 20 °C durante 24 y 48 hs,
con agitacién de 200 rpm. De esta manera se espera inducir la produccién de celulasas,

activas a temperatura ambiente.

El cultivo se centrifugd durante 15 min a 8000 rpm, y el sobrenadante (preparado
enzimatico) se filtré con filtros de 0.45 um (sobrenadante libre de células) y se almacend

a-20 °C.

2.6.2 Actividad celulolitica del sobrenadante

Para verificar si los sobrenadantes presentaban actividad celulolitica, se sembraron 20
pL de preparado enzimatico en placas de Petri conteniendo Medio Minimo con CMC, y
Medio Minimo con celulosa solidificado, y se incubaron a 20, y 30 °C durante 24 y 48 hs.

Luego se revelaron con la técnica de rojo Congo.

2.7 SDS-PAGE

Para analizar el perfil de proteinas secretadas en los diferentes medios de cultivo, cada
preparado enzimdtico (seccién 2.6.1), se analizd6 mediante electroforesis

desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Para ello se utilizé un gel concentrador al 5% y separador al 12% (Ver Anexo SDS-PAGE).
Para la preparacion de la muestra a sembrar, se mezclaron 30,8 pL de extracto enzimatico
(sobrenadante) con 8 uL de Buffer de carga 5X y 1,2 uL de DTT 1 M (cf: 40 mM) y se

calentd durante 5 min a 95 °C en bafio de agua. Luego se sembraron 30 pL de muestra
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en cada pocillo. La separacion de proteinas se realizé a un voltaje de 100 V hasta que el
frente de corrida alcanzoé el gel separador, y luego el voltaje se aumenté a 180 V. El
proceso electroforético se detuvo cuando el frente de corrida alcanzé un centimetro del

final del gel. La composicidn del Buffer de corrida Tris-Glicina con SDS (pH 8,3).

Las bandas de proteinas se visualizaron por tincion con azul brillante de Coomasie R250
al 0,1% preparado en una solucién de etanol-acético-agua y posteriores lavados con
solucion decolorante (Ver anexo de Buffers y soluciones). Se utilizaron 5 pL del marcador
de peso molecular “Unstained Protein Molecular weight marker” (Cat. No. #SMO 0431)

de Fermentas, para la estimacién del tamafio molecular relativo.
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3.1 Aislamiento de microorganismos hidroliticos

A partir del macerado de intestinos de oligoquetos Grania sp. se realizaron
enriquecimientos de microorganismos en medios diferenciales. Se obtuvieron 55
aislamientos: 18 capaces de crecer en ML; 16 capaces de crecer en MP y MC (ambos
sustratos celuldsicos); 10 capaces de crecer en MA y 11 aislamientos provenientes de

medio M-agar y M-agar semisélido.

3.2 Potencial hidrolitico de los diferentes aislamientos

Para determinar si los aislamientos producian varias enzimas hidroliticas a baja
temperatura, se probaron las actividades de los 55 aislamientos en los cuatro medios
solidos diferenciales (MC, MA, ML y M-Agar) a 10 °C. Los resultados se muestran en la

Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Caracterizacién fenotipica y capacidad de hidrolizar diferentes sustratos de

los aislamientos

Medio Coloracion Actividad
Aislamiento diferencial de la colonia
de . Proteolitica | Celulolitica | Agarolitica | Lipolitica
procedencia
AUG 1 Leche Amarilla + + + -
AUG 2 Leche Amarilla + - - -
AUG 3 Leche Manteca - - - -
AUG 4 Leche Blanca - - - -
AUG 5 Leche Blanca - + - -
AUG 6 Leche Rosada - + - -
AUG 7 Leche Rosada - + - -
AUG 8 Leche Blanca + + - -
AUG 9 Leche Amarilla + - - -
AUG 10 Leche Amarilla + - - -
AUG 11 Leche Blanca + + - -
AUG 12 Leche Rosada - + - -
AUG 13 Leche Amarilla - - - -
AUG 14 Leche Amarilla + - - -
AUG 15 Leche Amarilla - - - -
AUG 16 Leche Amarilla - - - -
AUG 17 Leche Rosada - + - -
AUG 18 Leche Amarilla - - - -
AUG 19 CMC y MP Blanca 45 4+ - -
AUG 20 CMC y MP Blanca 45 4+ - -
AUG 21 CMC y MP Blanca 45 4+ - -
AUG 22 CMC y MP Rosada - i = =
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AUG 23 CMC y MP Blanca 1+ 1+ - -
AUG 24 CMCy MP Blanca i + . =
AUG 25 CMCy MP Rosada - i . .
AUG 26 CMCy MP Rosada - i . .
AUG 27 CMCy MP Rosada - i . .
AUG 28 CMCy MP Rosada - i . .
AUG 29 CMCy MP Rosada - i . .
AUG 30 CMCy MP Rosada - 1 - -
AUG 31 CMCy MP Rosada - 1 - -
AUG 32 CMCy MP Rosada - 1 - -
AUG 33 CMCy MP Rosada - 1 - -
AUG 34 CMCy MP Blanca - + - -
AUG 35 Aceite Amarilla + - - -
AUG 36 Aceite Amarilla + - - -
AUG 37 Aceite Amarilla + - - -
AUG 38 Aceite Blanca + + - -
AUG 39 Aceite Amarilla + - - -
AUG 40 Aceite Amarilla + - - -
AUG 41 Aceite Rosada - + - -
AUG 42 Aceite Amarilla + + - -
AUG 43 Aceite Rosada - + - -
AUG 44 Aceite Rosada - + - -
AUG 45 Agar Blanca + + - -
AUG 46 Agar Blanca + + - -
AUG 47 Agar Blanca - + - -
AUG 48 Agar Blanca + + - -
AUG 49 Agar Blanca + + - -
AUG 50 Agar Blanca - + - -
AUG 51 Agar Amarilla + + + -
AUG 52 Agar Blanca + + - -
AUG 53 Agar Blanca - + - -
AUG 54 Agar Blanca + + - -
AUG 55 Agar Blanca + + - -

De izquierda a derecha se muestra el nombre de referencia asignado a cada aislamiento, el
medio diferencial desde el cual fue aislado, la coloracion de colonia, y que tipo de actividad
hidrolitica presenté. “+” significa que presenta actividad, “-“significa que no se detecté actividad
en ese medio.

Se encontraron microorganismos capaces de hidrolizar CMC, agar y leche (Fig. 3.1). No
se encontraron microorganismos capaces de degradar aceite de oliva, pues no se
observé halo transparente alrededor de la colonia (comparado con una cepa control de
nuestro laboratorio). El 10 % de los aislamientos no presentd ninguna actividad; el 56 %
presento una sola actividad y el 31 % de los aislamientos presenté dos actividades. Solo
dos aislamientos presentaron tres actividades hidroliticas, y ninguno de ellos presenté

las cuatro actividades testeadas.
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Figura 3.1. Visualizacion de placas. a) Se visualizan los halos de hidrélisis de CMC tras el
revelado con rojo Congo. b) Se observan los halos transparentes alrededor de las
colonias con capacidad proteolitica, capaces de degradar proteinas presentes en la
leche.

3.3 Microorganismos celuloliticos: identificacion morfoldgica y molecular

El trabajo se continud con los microorganismos que presentaron capacidad celulolitica.

Dentro de estos, 17 aislamientos resultaron ser levaduras.

3.3.1. Tincién de Gram

Se procedié a la observacién de los microorganismos capaces de degradar CMC al
microscopio, con tincién de Gram. Se observaron 17 levaduras y 23 bacterias (Fig. 3.2).
Se seleccionaron 10 microorganismos de menor tamafio (bacterias), con distinta

morfologia de colonia, o distinto perfil hidrolitico; los cuales se describen en la Tabla 3.2.
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observacion con microscopio de campo claro bajo un aumento de 100x objetivo bajo
inmersion de aceite, 10X ocular. Se muestran tres ejemplos representativos: a) AUG 11,
coco Gram negativo b) AUG 30, levadura y c) AUG 35, bastones largos y finos Gram
negativos.

Tabla 3.2. Caracterizacién por Gram de 10 aislamientos bacterianos que presentaron

actividad celulolitica

Aislamiento | Tincién de Gram Forma
AUG 1 Negativo Bastones largos y finos
AUG 5 Negativo Coco
AUG 8 Negativo Baston
AUG 11 Negativo Coco
AUG 19 Negativo Baston
AUG 35* Negativo Bastones largos y finos
AUG 36* Negativo Bastones largos y finos
AUG 38 Negativo Baston
AUG 47 Negativo Coco
AUG 50 Negativo Coco
AUG 51 Negativo Bastones largos y finos
AUG 55 Negativo Baston

*Los aislamientos AUG 35 y AUG 36 no presentan actividad celulolitica, pero se continud
trabajando con ellos como control negativo.
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3.3.2 Identificacion molecular de las bacterias celuloliticas

Con el fin de identificar los aislamientos, se secuenciaron los fragmentos codificantes
para un fragmento de la subunidad 16S del ARN ribosomal, segin se describié en

Materiales y Métodos.

3.3.2.1 Reaccién en cadena de la polimerasa y visualizacién de los

fragmentos de amplificacion

Se logré amplificar fragmentos del tamafio esperado con ambos juegos de cebadores
para los aislamientos AUG 1, 5, 8, 11, 19, 35, 36, 38 y 51. Para los aislamientos AUG 47

y AUG 55 no se obtuvo amplificacién con ninguno de los dos juegos de cebadores.

Para AUG 50 se logré obtener un fragmento de amplificacién sdlo con el juego de
cebadores 784 F — 1401 R. Para obtener un fragmento de mayor cantidad de pares de
bases se intentd amplificar AUG 50 con otro juego de cebadores: 1522 Ry 27 F, que
amplificarian fragmentos de aproximadamente 1495 pb segun su posicién en E. coli,
pero tampoco fue posible obtener amplificacion. En la Fig. 3.2 se muestra el perfil de
amplificacién de fragmentos de ADN para un juego de cebadores, de soélo algunos

aislamientos.

b) tamarnio (pb)

Figura 3.2. Perfil de amplificacion del gen 16S ADNr, utilizando el juego de cebadores
907 Ry 63 F. a) Deizquierda a derecha se muestra el producto de amplificacion obtenido
utilizando como templado el ADN obtenido de las bacterias AUG 1, AUG 35, AUG 36,
AUG 8 y AUG 38 (carriles 1 a 5). Se sembraron 2 pL de mezcla de PCR. El control negativo
(realizado con la misma mezcla de PCR, pero con agua en vez de templado de ADN) se
muestra en el carril 6. En el carril 7 se muestra el marcador de peso molecular
Hyperladder 1 kb (5 puL). b) Imagen del marcador de peso molecular, indicando el tamafio
en pares de bases correspondiente a cada banda.
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3.3.2.2 Identificacion de las bacterias celuloliticas

Los fragmentos de amplificacion se purificaron y se enviaron para su secuenciacion a
Macrogen. Las secuencias se editaron, empalmaron y se analizaron como se indicé en

Materiales y Métodos.

El analisis de las secuencias empalmadas se realizé en las bases de datos NCBI y RDB.
Los resultados se muestran en la Tabla 3.3. Todos los aislamientos mostraron entre 99 y
100% de identidad con un género determinado utilizando la base de datos de NCBI, y
entre 100 y 93% utilizando RDB. Por lo tanto, desde este punto del trabajo, cada
aislamiento se identificard por su género, pero no se le asignara especie hasta una mejor

caracterizacion de los mismos, realizando una estrategia polifasica.

Las bacterias celuloliticas aisladas de Grania sp. se identificaron como pertenecientes a
los géneros Flavobacterium, Psychrobacter y Pseudomonas. La secuencia 16S del
aislamiento AUG 50 se alineé con secuencias de bacterias de los géneros Rahnella,
Serratia, y Ewingella, todos miembros de la familia Enterobacteriaceae, dejando su
identificacion a nivel de género en forma incierta. Desde este punto, se denominara a

AUG 50 solo como una enterobacteria.

Tabla 3.3. Andlisis de las secuencias 16S de los aislamientos celuloliticos.

NCBI RBD

Alslamiento % (_1e Microorganismo | N° de acceso | . % (.je Microorganismo N de

Identidad identidad acceso
99% Flavobsa;)cterlum KF365466.1 | 99.5% Flavobsa;)cterlum KFE365466
AUG 1 99% F'a‘"’bs?fte””m KF365464.1  99,2% F'a‘"’bs";‘fte““m KF365464
99% Flavobsa;)cterlum KF365465.1 | 98.2%% Flavobsa;)cterlum KE365465
KF365479

100% | Psychrobacter sp. | KF365479.1 | 99,9% PSVChSrgbaCter

AUG 5 99% | Psychrobacter sp. | JX196634.1 = 98,2% PSVChSrgbaCter Q800041
99% | Psychrobacter sp. | JX196632.1 | 98,1% PSVChSrgbaCter Q799990
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=543&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

AF3212
100% | Pseudomonassp. | KF366099.1  100% Pse“‘i‘;monas 321239
i AY167969
AUG 8 100% | Pseudomonas sp. | KC306429.1 | 100% Sv‘g”e manure
acterium
DQ862549
100% | Pseudomonassp. | KF720926.1 | 100% Pseudsc;monas Q
99% | Psychrobacter sp. | KF365479.1 | 98,6% Psy"hsrgba“er KF365479
7
AUG 11 99% | Psychrobacter sp. | JQ800055.1 = 97,1% Psy"hsrgba“er JQ7999%0
JQ800055
99% Psychrobacter sp. | JQ800041.1 | 97,1% Psychggbacter Q
AF3212
99% | Pseudomonassp. | KF366099.1 | 94,9 % Pse“‘i?)monas 321239
i AY167969
AUG 19 99% | Pseudomonas sp. | KC306429.1| 94,9% S"‘t’)'”e manure
acterium
99% | Pseudomonassp. | KF720926.1 | 94,9% Pse“i‘;monas DQ862549
99% FIavobSaFL)cterlum KF365464.1 | 99.5% Flavobsa;cterlum KE365464
AUG 35 99% F'a""bs%“e””m KF365466.1 | 99,2% F'a‘"’bs"’;fte”“m KF365466
99% FIavobSaFL)cterlum KF365465.1 | 98.7% Flavobsa;cterlum KE365465
99% FIavobS:?)cterlum KF365466.1  99.8% Flavobsarl)cterlum KE365466
AUG 36 99% F'a"ObS?)Cte“”m KF365464.1 | 99,4% F'a‘"’bs?‘:te““m KF365464
99% FIavobSeFl)cterlum KF365465.1 | 98.5% Flavobse;)cterlum KE365465
100% | Pseudomonassp. | HQ224623.1 | 100% Pse“i%m"”as HQ844526
0 o swine manure
AUG 38 100% | Pseudomonassp. | HQ844526.1 | 99,4% brcreriam | AY167969
DQ862549
99% | Pseudomonassp. | KF366099.1 | 99,4% Pse“ds‘;monas Q
100% | Rahnellasp. | KC306420.1 1 gg 704 Rahnella 1 y55390
aquatilis
AUG50 | 100% serratia KC951919.1 | 98,0% | EWIngelld 1 osn6e05
proteamaculans ' ' americana
10005 | EMMerobacteriaceae |\ oa0q55 | 97805 | Rahnellasp. | JF706505

bacterium
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999 | Flavobacterium | looo /o6 | gg30, | FlAVODACIENIUM |y saagy

sp. frigidarium
AUG 51 99% F'a"ObSZCte””m KF365464.1 | 93,0% F'a"ObS?Cte”“m Q800033
99% Flavobsa;cterlum KF365465.1 | 92.7% Flavobsa;cterlum HM443878

Para cada secuencia (o aislamiento) se muestran las tres primeras secuencias del BLAST en las
bases de datos de NCBI y RDB. Para cada una se muestran el porcentaje de identidad con los
microorganismos mas cercanos, y el nimero de acceso a las respectivas secuencias.

3.3.2.3 Anadlisis de filogenias

La filiacion de cada aislamiento se verificé realizando arboles filogenéticos con el

programa MEGA 5.2. Los resultados se muestran en las Fig. 3.4y 3.5.

2 Psychrobacter cryohalolentis |JQ684240.1|
_C Psychrobacter glacialis |AJ539102.1|
Psychrobacter alimentanus |AY771725.1|
AUG 11
AUG 5
Psychrobacter proteolyticus |NR 028918.1|
86 Psychrobacter nivimaris |HQ698587 1|
AUG 50
Serratia quinivorans |KJ095676.1| =3

Filo Proteobacteria

9 " 5 Ewingella Americana [KM891553.1

—52!: Rahnella aquatilis |KC213856.1|
Pseudomonas brenneri [KJ529039.1|
Pseudomonas migulae |[JX417447 1|
AUG 8

Pseudomonas panacis |KF501476.1|
Pseudomonas putida |HF545845.1|

- AUG 19

_2: AUG 38

= Flavobacterium fryxellicola |AJB11961.1]

80 _E Flavobacterium omnivorum |NR 025202.1|
Flavobacterium tiangeerense INR116159.1|
AUG 35
AUG 51 il
AUG 1
Flavobacterium frigidarium |HM443880.1|
2 ——AUG 36

2— Flavobacterium frigoris |NR 025597 1|
Bacillus licheniformis [NR 116023.1| =

Clase Gammaproteobacteria

99

100

Filo Bacteroidetes

81

~

Filo Firmicutes

Figura 3.4 Arbol construido con el test de Maxima Parsimonia, con apoyo de 1000
réplicas. Se muestran los valores de bootstrap en cada nodo del arbol, que demuestra
el soporte estadistico, y junto a cada especie se indica el nUmero de acceso del NCBI a
la secuencia. Se empleé a Bacillus licheniformis como grupo externo.
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Psychrobacter nivimaris |HQ698587.1|

- Psychrobacter proteolyticus |[NR 028918.1|
Psychrobacter glacialis |AJ539102.1|
Psychrobacter cryohalolentis [JQ684240.1|

Psychrobacter alimentarius |AY771725.1|
AUG 5

AUG 11

|AUG 50

Ewingella americana |KM891553.1|

Rahnella aquatilis [KC213856.1|
Serratia quinivorans |KJ095676.1|
rPseudomonas putida |HF545845.1|

Pseudomonas panacis |KF501476.1|

Pseudomonas migulae [JX417447.1|
AUG 19

AUG 38

AUG 8

L— Pseudomonas brenneri |KJ529039.1|

—_
0.05

Bacillus licheniformis |NR 116023.1|

AUG 1

AUG 35
AUG 36
AUG 51

Filo Firmicutes

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria

{ Flavobacterium fryxellicola |[AJ811961.1|
Flavobacterium tiangeerense |NR 116159.1|

—— Flavobacterium omnivorum |NR 025202.1|

Filo

Flavobacterium frigoris |INR 025597.1|

Bacteroidetes

Flavohacterium frigidarium |[HM443880.1|

Figura 3.5 Arbol construido con el test de Neighbor Joining. Se observan los nodos cuyo
bootstrap fue mayor a 50. Junto a cada especie se indica el nUmero de acceso del NCBI
para la secuencia 16S. Se empled a Bacillus licheniformis como grupo externo. La barra
representa la distancia entre las especies, por sustitucién nucleotidica.

Ambos arboles filogenéticos presentan una topologia similar, dando soporte al
resultado de la filogenia. Como era esperado, los aislamientos AUG 5 y AUG 11 se
agruparon con el género Psychrobacter (ambas secuencias son 99 % idénticas); los
aislamientos AUG 8, AUG 19 y AUG 38, se agruparon con el género Pseudomonas, las

tres son de secuencia similar (99 % de identidad); y el aislamiento AUG 50 se agrupd con
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Ewingella, Rahnella y Serratia. Todos estos aislamientos se agruparon, ya que poseen

filo y clase en comun (Proteobacteria y Gammaproteobacteria, respectivamente).

Los aislamientos AUG1, AUG 35, AUG 36 y AUG 51 se agruparon con los del género
Flavobacterium, y se separaron con un gran soporte de las Proteobacterias. A su vez se

realizé un alineamiento entre sus secuencias, y resultan 99 % idénticas.

Las secuencias de los aislamientos AUG 5 y AUG 11 fueron alineadas y se encontré que
solo diferian en un par de bases. Ambas presentaron 99 % de identidad respecto a la
bacteria Psychrobacter glacincola. Las bacterias AUG 8 y AUG 38 presentaron 99% de
identidad con Pseudomonas cf. synxantha. Ambas bacterias reportadas fueron aisladas
del intestino de un bacalao atlantico Gadus morhua, que vive en aguas frias. (Lazado, et
al. 2012). AUG 5 también presenta un 99 % de identidad con Psychrobacter
cryohalolentis, y AUG 8 presenta un 97 % de identidad con una Pseudomonas sp., ambas

provenientes del intestino del salmdn atlantico Salmo salar (Askarian, et al. 2012).

3.3.3 Actividad amilolitica

Como parte de la caracterizacion del potencial de hidrdlisis de polisacdridos de los
aislamientos celuloliticos, se probaron todos los aislamientos que identificamos en

medio MS, y se encontré que solamente AUG 51 presentd actividad amilolitica (Fig. 3.6).

N

Figura 3.6 Visualizacion de actividad amilolitica tras el revelado con lugol. Se observan
pequeiios puntos sin coloracidn, que corresponden al tamafio de la colonia, donde el
lugol no pudo teiir; y en la parte inferior se observa un halo de hidrdlisis de almidén
(mucho mayor al didmetro de la colonia), por parte del aislamiento AUG 51.
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3.3.4 Evaluacion del potencial celulolitico

Con el fin de comparar el potencial celulolitico de las bacterias seleccionadas, se

determind el tamano del halo de hidrélisis de CMC y de la colonia, a diferentes

temperaturas (Tabla 3.4y 3.5), y se calculd el potencial celulolitico relativo (tamafio del

halo/tamario de colonia; Tabla 3.6).

Tabla 3.4. Tamafio de la colonia y del halo de hidrdlisis del CMC (en cm). Los aislamientos

se crecieron por triplicado (a, b, c), y cada uno se sembro por triplicado en medio MC.

Las placas se incubaron a 10, 20 y 30 °C. El revelado de actividad celulolitica se realizé a

los 7,9 y 11 dias posteriores a la siembra e incubacion.

Tamafio de la colonia Tamafio de halo de hidrélisis
10°C 20°C 30°C 10°C 20°C 30°C
Aislamiento
7d 9d 11d 7d 9d 11d 7d 9d 11d 7d 9d 11d 7d 9d 11d 7d 9d 11d
AUG1a 0203|040 [0 |o o |o |o 22 |18 | 28
AUG1b 020204 |0 [0 |o o |o |o 20 | 20 | 16
AUG1c 020205 |0 [0 |o o o |o 1,7 |15 | 26
AUG 35a 010203 |0 [0 |oO o |o |o
AUG35b 02|02(02 |0 |0 |o o o |o
AUG 35¢ 02|03)02 |0 [0 |o o o |o
AUG 36a 010202 |0 [0 |o o o |o
AUG36b 0202020 |0 |o o o |o
AUG 36¢ 010202 |0 [0 |o o o |o
AUG51a 05|08 |08 |08|[09]120 |0 [0 |oO 1,4 |20 |20 | 15| 23|23
AUG51b 07|08|08 |07|10[09 |0 [0 |oO 13 |19 | 1,8 | 15|20 20
AUG 51 ¢ 07 |08|08 |07|10]120 |0 [0 |oO 14 |18 |19 | 16|20 21
AUG 38a 07|05 |06 |09|08|09 |08|06]|07 |* * * | o= * x| o= *
AUG 38b 05|05 |06 |08 |08|09 |06|06]|08 |* * * | o= * x| o= *
AUG 38 ¢ 06 05|05 |08 |09]|10 |06|07 |08 |* * * | o= * x| o= *
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AUG 19a 050405 06 | 07|08 07107 | 10 * * * * * * * * *
AUG 19b 05|04 |05 06 | 06 | 0,7 07107 | 10 * * * * * * * * *
AUG 19¢c 0,7 |07 |05 08 |07 | 09 08108108 * * * * * * * * *
AUGS5a 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AUGS5b 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AUGS5c 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AUG 1la 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AUG 11 b 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AUG 1lc 0 0 0 0 0 0 0 0 0

El “0” indica que no hubo crecimiento de colonia; el “*” indica que el halo de hidrdlisis cubrid la
placa, y no se pudo medir; y “-“indica ausencia de halo de hidrdlisis. “d” significa dias
transcurridos desde la siembra e incubacién a las diferentes temperaturas.

Segun los resultados presentados en la Tabla 3.4, los aislamientos AUG 5 y AUG 11 no
crecieron en las condiciones ensayadas. De acuerdo a ensayos anteriores, son bacterias
de crecimiento lento en placas, y necesitarian mas tiempo para lograr formar una

colonia visible.

Las placas sembradas con los aislamientos AUG 19 y AUG 38 presentaron grandes halos
de hidrdlisis, hidrolizando toda la placa de MC e impidiendo registrar un diametro de
halo de hidrélisis. Como estimabamos que ocurriria lo mismo con los aislamientos AUG
8 y AUG 50 (segun experimentos anteriores el crecimiento y velocidad de hidrdlisis
parecian ser similares, datos no mostrados), se procedid a realizar un ensayo del
potencial celulolitico de estos dos ultimos aislamientos al dia 4 post incubacién a las

temperaturas correspondientes (Tabla 3.5).

Los aislamientos AUG 35 y AUG 36 no habian presentado actividad celulolitica, por lo
gue se registraron como control negativo. A diferencia de los anteriores, los
aislamientos AUG 1 y AUG 51, quienes también son flavobacterias, presentaron
actividad celulolitica. Cabe destacar que ningun aislamiento registrado como
flavobacterias, crecié a 30 °C, una caracteristica del género, que estd reportado como

sicrofilo.
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Tabla 3.5. Tamafio de colonia y halo de hidrdlisis del CMC (cm). Se muestran los
aislamientos AUG 50 y AUG 8 crecidos por triplicado (a, b, c) y sembrados en medio MC
a 10, 20y 30 °C, también por triplicado. El revelado de la actividad celulolitica se realizé

alos 4,9y 11 dias posteriores a la siembra e incubacién.

Tamafio de la colonia Tamafio de halo de hidrdlisis
Aislamiento 10¢eC 20°C 30eC 10eC 20°C 30°C
4d 9d 11d 4d 9d 11d 4d 9d 11d 4d 9d 11d ad 9d 11d ad 9d 11d
AUG 50 a 0,4 0,5 0,6 04 0,5 0,5 0,4 0,4 0,5 2,0 1,9 2,2 = = = 3,0 & =
AUG 50 b 0,4 0,5 0,6 0,4 0,6 0,5 0,4 0,5 0,5 2,0 1,8 2,8 = = = 3,0 & S
AUG 50 ¢ 0,4 0,5 0,6 04 0,5 0,6 0,5 0,5 0,4 1,5 2,0 2,4 3,2 & & & K &
AUG 8 a 0,4 0,5 0,5 0,6 0,9 0,9 0,5 0,9 0,8 2,0 2,2 & 3,0 & & & K tJ
AUG 8 b 0,4 0,6 0,5 0,6 0,9 0,8 0,5 0,8 0,8 2,0 2,3 3 3,1 3 3 3 & e
AUG 8 ¢ 0,4 0,4 0,5 0,6 0,9 0,9 0,5 0,8 0,8 2,0 2,0 & 3,1 & & & K tJ
El “0” indica que no hubo crecimiento de colonia; el “*” indica que el halo de hidrdlisis cubrid

la placa, y no se pudo medir ya que se solapé con los halos de sus colonias vecinas y “-“indica
ausencia de halo de hidrdlisis.

Con los datos obtenidos en las Tablas 3.4 y 3.5 se procedid a calcular la relacién diametro
de halo de hidrdélisis respecto al diametro de colonia, o potencial celulolitico de los

aislamientos bacterianos. Dichos datos se representan en la Tabla 3.6.

La flavobacteria AUG 1 solo tiene potencial celulolitico a los 10 °C; mientras que AUG
51 tiene potencial a los 10 y 20 °C. AUG 8 presenta mayor potencial a los 20y 30 °C
gue a los 10 °C. La enterobacteria AUG 50, tiene mayor potencial a 20 °C. Estos
resultados sugieren que los aislamientos celuloliticos presentarian diferente potencial

celulolitico, dependiendo de la temperatura de crecimiento del mismo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los aislamientos con mayor potencial de
degradar CMC a 10 °C, 20 °Cy 30 °C son los aislamientos AUG 19 y AUG 38, los cuales
se resaltan en la Tabla 3.6. Ambos pertenecen al género Pseudomonas, y difieren solo
en seis pares de bases en las secuencias obtenidas (datos no mostrados). Tienen

morfologia de colonia similar (color blanquecino, circular, borde liso), son bacilos
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cortos, Gram negativos. Su capacidad hidrolitica seria similar (se realizaron ensayos en

una misma placa con MC con AUG 19 y AUG 38, y el halo de hidrdlisis fue similar); por

lo que se selecciond al azar a AUG 38, para continuar con el trabajo.

Tabla 3.6 Potencial celulolitico de los aislamientos. Se presentan los

obtenidos a diferentes temperaturas y diferente tiempo de incubacién.

resultados

Aislamiento

10°C

20°C

30°C

4d

7d 9d

11d

4d

7d

9d

11d

4d

7d | od | 11d

Flavobaceterium
sp.
AUG 1

Psychrobacter sp.

AUG 5

Pseudomonas sp.

AUG 8

5,0£0,1

4,4+0,5

5,10,

5,0£0,1

Psychrobacter sp.

AUG 11

Pseudomonas sp.

AUG 19

Flavobacterium
sp. AUG 35

Flavobacterium
sp. AUG 36

Pseudomonas sp.

AUG 38

Enterobacteria
AUG 50

4,6+0,6

3,8%0,2

4,7+0,6

7,5%0,1

Flavobacterium
sp. AUG 51

2,2+0,4 2,4+0,1

2,4+0,1

2,1£0,2

2,2+0,3

2,2+0,4

“0” significa que no hubo halo,
reveld en ese dia.

usgn

“w u

significa que no crecié. Los cuadros vacios indican que no se
indica que no se puede calcular la relacién, ya que el diametro del halo de

hidrélisis cubrié toda la placa. Estos se resaltan con fondo verde, ya que serian los aislamientos

con mayor potencial para continuar con el trabajo.

3.4 Actividad de sobrenadantes

El aislamiento Pseudomonas sp. AUG 38 se crecié en medio liquido con diferentes

sustratos celulésicos y el sobrenadante de cultivo se filtrd utilizando filtros de 0.45 pm

para obtener un extracto enzimatico libre de células. La actividad celulolitica de estos

extractos se revelé colocando gotas del mismo sobre placas con CMC, tal como se indicé
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en la seccion 2.6.2. Luego del revelado con rojo Congo, no se observd halo de hidrdlisis

para ninguna de las condiciones testeadas.

3.5 SDS-PAGE

Con el fin de observar los perfiles de proteinas secretadas por AUG 38, cuando crece con
glucosa y con distintos sustratos celulésicos (celulosa, Avicel, CMC y a-celulosa), se
realizé una electroforesis de proteinas, mediante la técnica de SDS-PAGE, utilizando los
extractos enzimaticos o sobrenadantes como muestras a analizar; tal como se explica
en Materiales y Métodos. El perfil de proteinas de los sobrenadantes se muestra en las

Figuras 3.7y 3.8.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MPM Glu a-cel a-cel a-cel a-cel cel cel cel cel
K D 24h/20°C 48h/30°C 48h /20°C 24h/30°C 24ah/20°C  48h/30°C 4gh/20°C 24h/30°C 24h/20°C
a
- 116
- 66,2 |
- 45,0 |
- 35,0 |
S—
S - 25,0
|
- - 18,4 | S
— =144 e
f B)
a) e —

Figura 3.7 a) Imagen del marcador de peso molecular, con el tamafio correspondiente a
cada banda, en kDa. b) SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivo de AUG 38, luego de su
crecimiento en distintas fuentes carbonadas. En el pocillo: 1, marcador de peso
molecular;. En el pocillo 2, sobrenadante de MM con glucosa (24 hs, a 20 °C); 3,
sobrenadante de MM con a-celulosa (48 hs, a 30 °C); 4, sobrenadante de MM con a-
celulosa (48 hs, a 20 °C); 5, sobrenadante de MM con a-celulosa (24 hs, a 30 °C); 6,
sobrenadante de MM con a-celulosa (24 hs, a 20°C); 7, sobrenadante de MM con
celulosa (48 hs, 30 °C); 8, sobrenadante de MM con celulosa (48 hs, 20 °C); 9,
sobrenadante de MM con celulosa (24 hs, 30 °C) y 10, sobrenadante de MM con celulosa
(24 hs, 20 °C).
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1 2 3 a 5 6 7 8 9 10
cMc cmc cmc cmc Avi Avi Glu Glu MPM Glu
24h/20°C  24h/30°C  48h/20°C  48h/30°C  24h/20°C  24h/30°C 48h/20°C  48h/30°C 2ah/30°C

Figura 3.8 a) SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivo de AUG 38, en distintas condiciones
y distintas fuentes carbonadas. En el pocillo: 1, sobrenadante de MM con CMC (24 hs, a
20 °C); 2, sobrenadante de MM con CMC (24 hs, a 30 °C); 3, sobrenadante de MM con
CMC (48 hs, a 20 °C); 4, sobrenadante de MM con CMC (48 hs, a 30 °C); 5, sobrenadante
de MM con avicel (24 hs, a 20 °C); 6 sobrenadante de MM con avicel (24 hs, a 30 °C); 7,
sobrenadante de MM con glucosa (48 hs, a 20 °C); 8 sobrenadante de MM con glucosa
(48 hs, a 30 °C); 9, marcador de peso molecular; 10, sobrenadante de MM con glucosa
(24 hs, a 30 °C) b) Imagen del marcador de peso molecular, con el tamafo
correspondiente a cada banda, en kDa.

Se observaron mayor numero de bandas en los sobrenadantes de AUG 38 crecidos en
Medio Minimo con glucosa, que los sobrenadantes de cultivo que tenian sustratos
celuldsicos. No se ve una apreciable diferencia en nimero y tamafio de bandas para los
cultivos crecidos con el mismo sustrato a distintas temperaturas, ni una correlacién con
los que estuvieron 24 hs respecto a los que estuvieron 48 hs. En algunos pocillos no se
observan bandas (Figura 3.7: pocillos 5 y 9; Figura 3.8: pocillos 1, 2, 3, 6 y 7), mientras
que en el resto de los pocillos se observan varias bandas de distintos tamafios (Figura

3.7: pocillos 2, 3, 4, 7 y 8; Figura 3.8: pocillo 8).

Existen dos bandas (de 55 kDa y 35 kDa aproximadamente) que se ven en todos los

pocillos de los cuales se distinguen bandas, quizds estas proteinas se excretan
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constitutivamente por parte de AUG 38. A diferencia de lo que esperabamos, no se
observan bandas de distintos tamaros en los carriles crecidos con sustratos celuldsicos,

respecto a las observadas en los carriles con glucosa.
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4 DISCUSION

Actualmente, las industrias requieren procesos tecnoldgicos eficientes y limpios, y en
muchos casos las soluciones biotecnoldgicas han demostrado ser de gran utilidad para
la sustentabilidad de las empresas. Numerosos investigadores buscan opciones
novedosas para realizar procesos industriales en forma econdmica y mas amigable con
el medioambiente. Por ello, el uso de microorganismos aislados de ambientes extremos,
0 sus enzimas, constituyen una excelente alternativa para satisfacer esta creciente

demanda del mercado biotecnoldgico (Maki et al., 2009; Flores, et al. 2010).

Por ello, este trabajo final de grado orientado hacia el area de Biotecnologia, intenta
contribuir a la busqueda de microorganismos productores de enzimas hidroliticas
activas a bajas temperaturas. Nos propusimos trabajar en el aislamiento e identificacién
de microorganismos hidroliticos de la microflora de Grania sp., como un nicho novedoso
para la busqueda de este tipo de microorganismos. Finalmente focalizamos el trabajo

en las bacterias celuloliticas.

Microflora de Grania sp.

Durante este trabajo de tesis de grado, fue posible aislar microorganismos productores
de enzimas hidroliticas provenientes de Grania sp.. El objetivo era obtener
microorganismos de la microflora intestinal del oligoqueto, pero como no fue posible
diseccionar los intestinos por su pequefio tamafio, se trabajé con el animal entero. Por
este motivo, no descartamos la posibilidad de que algunos microorganismos aislados
hayan provenido del tegumento externo que persistieron luego de los lavados o de otra

parte del oligoqueto.

Se aislaron microorganismos capaces de producir celulasas, agarasas, amilasas y
proteasas a bajas temperaturas. No se logrd aislar microorganismos lipoliticos, capaces
de hidrolizar aceite de oliva (compuesto por triacilgliceroles de acidos grasos de cadena

larga, cuya hidrdlisis enzimatica se da por las lipasas). Faltaria explorar la presencia de
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microorganismos con actividad esterasa, analizando la hidrélisis de triacilgliceroles de

acidos grasos de cadena corta, como por ejemplo la tributirina.

En cuanto a los medios utilizados para enriquecer diferencialmente, se puede seiialar
que en el medio ML, crecieron microorganismos no proteoliticos; que probablemente
utilizaron otras fuentes de carbono presentes en leche, (por ejemplo lactosa) o las
pequefias cantidades de triptona y extracto de levadura presentes en el medio. En el
medio MA no crecieron microorganismos lipoliticos, probablemente los
microorganismos aislados a partir de este medio consumieran las pequefias cantidades
de triptona y extracto de levadura también presentes en este medio. Se esperaba
encontrar mayor cantidad de microorganismos que hidrolizaran agar, ya que este
constituye el 60 % del peso seco de las algas rojas, sin embargo, solo dos aislamientos
presentaron esta actividad, y solamente uno de ellos fue aislado a partir del medio M-
Agar. Los medios con sustratos celuldsicos (MP y MC) fueron los que funcionaron mejor,
ya que todos los aislamientos obtenidos a partir del enriquecimiento inicial en ellos,

presentaron actividad celulolitica.

Luego de una busqueda en las bases de datos, no se encontraron publicaciones donde
se haya explorado el potencial hidrolitico de bacterias del intestino de oligoquetos de la
familia Enchytraeidea. Por este motivo, creemos que este trabajo podria ser la primera

contribucién a la identificacién de la microbiota hidrolitica en oligoquetos Grania.

Se identificaron bacterias productoras de enzimas celuloliticas de los filos Bacteroidetes
y Proteobacteria; en particular la clase Gammaproteobacteria. Al igual que en otros
estudios sobre la microflora intestinal de oligoquetos de los géneros Mesenchytraeus y
Fridericia (familia Enchytraeidea) (Rashed et al., 1992; Murakami et al., 2015), durante
este trabajo se lograron aislar bacterias de los géneros Pseudomonas y Flavobacterium.
En particular, Mirakami et al. (2015) informan sobre la diversidad de la microflora de
Mesenchytraeus solifugus de origen glacial, a través de la secuenciacién de una libreria
del gen 16S, entre las que encuentran especies de Pseudomonas y Flavobacterium. Ellos
ademas demuestran que la mayoria de las bacterias detectadas estan estrechamente
relacionadas con las bacterias de la cridsfera (superficie de la Tierra donde el agua se

encuentra en estado solido). Los autores plantean la posibilidad de que estos

54



oligoquetos del hielo explotan a las bacterias del glacial como potenciales simbiontes
intestinales transitorios. Esto es andlogo a lo que sucede con las lombrices de tierra,
donde las bacterias ingeridas del suelo contribuyen a la nutricion del hospedero como
simbiontes intestinales transitorios (Wust et al., 2011). Particularmente, algunos de los
géneros bacterianos identificados en la microflora de nuestra Grania sp. (Pseudomonas
y Flavobacterium) también se han encontrado en la superficie de algas presentes en
aguas frias de Japén y en la Isla Rey Jorge (Miyashita et al., 2010; Tropeano et al., 2013).
De acuerdo con lo reportado por Murakami, et al. (2015), los resultados sugieren que
estos microorganismos probablemente ingresaron al intestino de Grania sp. junto con

su fuente de alimentos: las algas.

Por otra parte, en los alineamientos con mayor porcentaje de identidad al gen 16S
realizados durante el BLAST, se encontraron secuencias de especies bacterianas
provenientes de intestinos de los peces de agua fria: Salmo salar (salmén) y Gadus
morhua (bacalao). Esto reforzaria el hecho de que habriamos logrado aislar

microorganismos provenientes del intestino del oligoqueto.

En particular, nuestro objetivo no radicaba exactamente en conocer toda la microflora
de Grania sp., sino solamente aquellos microorganismos cultivables con propiedades
hidroliticas, especialmente celuldsicas. Sin embargo, seria interesante realizar un
estudio con estrategia metagendmica, mediante la secuenciaciéon del 16S para
identificar de forma eficiente la diversidad de bacterias o arqueas, o del 18S para las

levaduras, y asi también identificar microorganismos no cultivables (Furrie, 2006).

A su vez, seria interesante investigar qué funcidn estan teniendo los microorganismos
en asociacion con Grania sp.. Podriamos analizar los ARNm que estan sintetizando los
microorganismos en este ambiente, realizando por ejemplo una RT-PCR a partir de una
purificaciéon del ARN del macerado de oligoquetos, con cebadores que hibriden para
enzimas hidroliticas reportadas en estos microorganismos. De esta manera, podriamos
demostrar que los microorganismos sintetizan las enzimas hidroliticas en su ambiente
natural, y que probablemente cumplen un rol en la digestién de su hospedero;
ayudando en la digestion de algas, degradando agar, celulosa, almiddn y proteinas

presentes en éstas.
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Celulasas sicrofilas, un aporte a la biotecnologia

Aunque se realizé una busqueda de microorganismos productores de varias enzimas
hidroliticas activas en frio, el trabajo se centré principalmente en las bacterias
productoras de celulasas. En particular, las celulasas sicréfilas podrian tener relevancia
en la produccidn de biocombustibles. Actualmente los procesos de sacarificacién
enzimatica del material celuldsico se realizan con enzimas mesofilas (trabajan en forma
Optima entre los 40 - 60 °C; Han, et al. 2012), y luego se fermenta, generalmente por
Saccharomyces cerevisiae, a temperaturas cercanas a los 30 - 35 °C. Sin embargo, se
podrian utilizar enzimas sicrofilas para degradar el material celuldsico (sacarificaciéon) y
para fermentar de manera conjunta con levaduras o bacterias mesdfilas, ya que ambos
procesos (sacarificacién por parte de la enzima sicréfila y fermentacién) podrian
realizarse en condiciones éptimas en un mismo rango de temperatura (Cinelli et al.,
2015). De contar con levaduras o bacterias que sacarifiquen y fermenten a una misma
temperatura, también se podria realizar el procedimiento en forma conjunta (trabajar

con un solo microorganismo, y sus propias celulasas).

El hecho de que se fermenten los azucares al mismo tiempo que son liberados por las
celulasas, mejoraria el rendimiento de la hidrdlisis, ya que las celulasas se inhiben a altas
concentraciones de glucosa (Wiman, et al. 1986; Huston, et al. 2008). De esta forma, se
aumentaria la velocidad de sacarificacion, y se daria la produccion de etanol en un solo

paso, disminuyendo costos operativos.

La sacarificacion enzimatica conjunta a la fermentacién también presenta algunas
desventajas: 1) el etanol generado durante la fermentacién, inhibe de manera no
competitiva las celulasas, por lo cual no se alcanza un rendimiento éptimo en la
combinacion de ambos procesos (Ghosh et al., 1982); 2) las enzimas comerciales
sacarificadoras suelen ser costosas; y 3) si no se trabaja a temperaturas elevadas pueden
proliferar microorganismos capaces de competir con el microorganismo fermentador,
disminuyendo su rendimiento. Una solucién alternativa a esta ultima desventaja seria
adicionar antibioticos capaces de controlar la contaminacién (Cinelli et al., 2015), pero
el uso de antibidticos suele ser muy costoso y ademas, los efluentes generados podrian

contener el antibidtico.
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Como parte de este trabajo se evalu6 el potencial celulolitico de las bacterias crecidas a
distintas temperaturas. Se vio que este potencial varia dependiendo del género
bacteriano. Las flavobacterias no crecieron a 30 °C, por ende no producen celulasas a
esta temperatura. En las Pseudomonas spp., no se detectd diferencia del potencial
celulolitico respecto a la temperatura, pero se notd una leve tendencia de mayor
potencial celulolitico a 20y 30 °Crespecto a 10 °C. En la enterobacteria AUG 50, también
observamos diferencias; a los 20 °C presentd mayor potencial celulolitico. Debemos
aclarar que el potencial celulolitico, tal y como lo calculamos en este trabajo, no esta
directamente relacionado con la temperatura éptima de sacarificacidon de las enzimas,
porque las enzimas estan en el sistema “bacteria”, in vivo. Para saber exactamente la
temperatura 6ptima de hidrdlisis de las celulasas, deberiamos realizar ensayos
enzimaticos in vitro con las enzimas purificadas, y cuantificar su actividad a las distintas
temperaturas, por ejemplo: 1) con métodos de determinacion de azucares reductores
(por ejemplo utilizando el método del dinitro salicilico, DNS) y 2) utilizando sustratos
celuldsicos con grupo cromodforos azo capaces de liberarse ante la hidrdlisis enzimatica

y medirse espectrofotométricamente (ejemplo azo-avicel o azo-celulosa).

Ensayo preliminar de produccion de celulasas por AUG 38

El trabajo prosiguio con la bacteria que presentaba mayor potencial celulolitico en placa:

Pseudomonas sp. AUG 38.

Las celulasas son un conjunto de enzimas. Para promover la excrecidon de todas sus
posibles variedades, se crecidé AUG38 en medio minimo con distintos sustratos
celulésicos (CMC, a-celulosa, celuosa y Avicel) como fuente de carbono y energia. Las
endoglucanasas hidrolizan los enlaces glicosidicos presentes en las regiones amorfas de
la celulosa, y su produccion se puede inducir utilizando sustratos solubles, como carboxi-
metil celulosa (CMC) y a-celulosa. Las exoglucanasas son activas en las regiones
cristalinas de la celulosa, y su produccion se puede inducir con sustratos como el Avicel
(celulosa microcristalina); este tipo de enzimas no son activas frente al CMC. Las B-
glucosidasas se producen utilizando a-celulosa como fuente de carbono, y no presentan

actividad frente a la celulosa cristalina (Saranraj, et al. 2012; Sheta, 2012). Los
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sobrenadantes de cultivo, libres de células, no hidrolizaron ni celulosa, ni CMC, segun
los ensayos descritos en Materiales y Métodos (2.6.2 - Actividad celulolitica del

sobrenadante). Este resultado podria explicarse por:

-No se trabajo en las condiciones éptimas de produccion y excrecion de la enzima. Se
deberia ajustar el tiempo, temperatura y aireacién del medio de crecimiento, asi como

determinar el mejor medio de cultivo.

Tiempo de crecimiento: Se deberia determinar en qué etapa de crecimiento
Pseudomonas sp. AUG 38 se produce y excreta las celulasas. Sélo contamos con ensayos
previos realizados en placa, donde se observa degradacién de CMC y celulosa luego de
24 hs de incubacién (datos no mostrados), por ello decidimos tomar sobrenadantes
luego de 24 y 48 hs de crecimiento. Sin embargo, podriamos tomar muestras a tiempos
mayores y analizar la actividad celulolitica. También se podria realizar cuantificacion de

células viables, y analizar el crecimiento de células en los distintos medios.

Temperatura de crecimiento: Los cultivos se realizaron a 20y 30 °C. Segun los resultados
obtenidos en placas conteniendo CMC, se determiné que a esta temperatura si se
estarian expresando las celulasas, pero este resultado podria variar cuando se trabaja

en medio liquido.

Aireacién del cultivo: Se utilizd una agitacién constante de 200 rpm. Podria ser que las
celulasas se expresaran en condiciones de menor o mayor agitacidn, segun se ha

reportado (Deka et al. 2013).

Composicién del medio de cultivo: Se utilizé un medio de cultivo minimo reportado para
la expresién de celulasas (Hankin & Anagnostakis, 1977). Este medio ya habia sido
probado para AUG 38, solidificado con agar, y se habia observado halo de hidrélisis del
CMC (datos no mostrados). Sin embargo, se deberia tener en cuenta su composicion en
elementos traza, el pH, o las fuentes de carbono utilizadas (realizar ensayos con
sustratos celulésicos como Unica fuente de carbono, por ejemplo) (Mandels & Reese,

1957; Deng & Tabatabai, 1995; Gupta et al., 2011; Sethi et al., 2013).

-Secrecion de proteasas junto con las celulasas: AUG 38 es una bacteria que produce
también una proteasa extracelular, y esta enzima podria estar degradando otras

proteinas extracelulares como las celulasas. Si al momento de analizar el sobrenadante,
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las proteasas de AUG 38 degradaron las celulasas, no se detectaria actividad celulolitica.
La degradacion de celulasas por proteasas extracelulares fue demostrada por Haab et
al. (1990), que encontraron que pequefias cantidades de una proteasa excretada por
Trichoderma reesei presenta una alta afinidad por las celulasas producidas por el hongo;
incluso los autores observaron modificacién proteolitica en purificados de celulasas.
Para enfrentar este posible problema, deberiamos investigar las proteasas de AUG 38,

su modo de accidén, y como disminuir o anular su actividad.

-Baja concentracion enzimdtica: Cuando observamos degradacion de la celulosa
alrededor de la colonia, tenemos una gran cantidad de células. Probablemente en el
medio liquido, las celulasas se encuentren muy diluidas en el sobrenadante, y el método
de revelado con rojo Congo, en placas, no tenga la sensibilidad para evidenciar la posible
actividad. Podriamos concentrar las proteinas presentes en el sobrenadante, por
ejemplo, realizando una precipitacién de todas las proteinas con sulfato de amonio, y
posterior purificacion con columnas de desalado (Bakare et al., 2005), o con centricones
(si previamente conocemos su peso molecular). Luego sembrar el concentrado proteico
sobre placas de celulosa y observar si hay degradacién, y también determinar la

actividad enzimatica usando sustratos celuldsicos.

Localizacidn extracelular de las celulasas: éLibres o asociadas a la

membrana?

Se ignora si las celulasas en AUG 38 estan libres en el medio de cultivo o asociadas a la
membrana de la bacteria. Los resultados sugieren que serian enzimas extracelulares,
dado que se observa degradacién de celulosa insoluble en placa, reveladas con rojo
Congo. No obstante, no se observo degradacién de celulosa por parte del sobrenadante
libre de células ensayado; por lo que se propone que las celulasas podrian estar
adheridas a la pared celular. Existen reportes de complejos proteicos de celulasas,
denominados celulosomas; donde las enzimas se organizan, coordinando sus dominios
de unidn a carbohidratos (distintas regiones de celulosa) y mantienen una eficiencia de
hidrdlisis de celulosa, mejor que con las enzimas separadas. En la mayoria de los casos;
estos complejos se encuentran adheridos a la pared celular por medio de proteinas de
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anclaje. Ejemplos de microorganismos productores de celulosomas adheridos a la pared
son: Ruminococcus flavefaciens, Bacteroides cellulosolvens, Acetivibrio celuloliticus,
Clostridium thermocellum (Lind et al., 2002;
http://www.weizmann.ac.il/Biological_Chemistry/scientist/Bayer). Sin embargo, se
cree que no es el caso, ya que se observan halos de hidrélisis de tamafio mucho mayor
al de la colonia (centimetros mas alld de la colonia), y estos complejos no son tan

extensos.

éQué proteinas hay en los sobrenadantes?

A través del ensayo SDS-PAGE, se visualizaron distintas bandas proteicas en los
sobrenadantes de AUG 38; sin embargo, se deberia ajustar el proceso electroforético.
Habria que realizar un previo ensayo de Bradford de cuantificacion proteica, y sembrar
en cada pocillo una concentracion igual de proteinas, ajustar el grado de
entrecruzamiento del gel, e incluso realizar diferentes protocolos de tincion, por

ejemplo la tincién con plata.

De todas maneras, con los resultados obtenidos hasta el momento, observamos bandas
gue se podrian enviar a identificar por MS (espectrometria de masa) y comparar los
perfiles peptidicos en las bases de datos para conocer si alguna, o varias de ellas

corresponden a celulasas.

Ademas, se podrian realizar ensayos de zimograma, donde a partir de una electroforesis
nativa se realiza un revelado especifico para celulasas. Asi se podria determinar la
presencia y numero de proteinas con actividad celulésica (Béguin, 1983). Este ensayo se
podria realizar con el sobrenadante de cultivo libre de células, asi como también con

extraccidon de proteinas de membrana externa (celulosoma anclado a la pared).
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5 CONCLUSIONES

Durante este trabajo se contribuyd al conocimiento de la microflora intestinal de Grania
sp.. Ademads, se aislaron microorganismos con capacidad hidrolitica a bajas
temperaturas, los que pueden considerarse una potencial fuente de enzimas novedosas
con utilidad en biotecnologia. Basicamente, el trabajo se focalizd en los
microorganismos celuloliticos: bacterias y levaduras, capaces de sacarificar CMC a
distintas temperaturas. Se pudo identificar las bacterias celuloliticas y clasificarlas segln
su potencial para degradar CMC. Se selecciond una bacteria por su alto potencial
celulolitico y se inicid también el estudio de la optimizacién de parametros para la

produccién de las celulasas activas a bajas temperaturas.

Como perspectivas, se planea optimizar las condiciones de produccion de las celulasas
en medio liquido por parte de AUG 38. Ademas, se identificaran las levaduras con
capacidad celulolitica, se determinara su potencial celulolitico, se analizara su capacidad
para realizar fermentacion alcohdlica, y finalmente se realizaran ensayos de

sacarificacién y fermentacién conjunta para la produccion de bioetanol.
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ANEXO

Medios de cultivo

1. Medio rico LB

Para 1 L de medio: 10g de triptona, 5g de extracto de levadura y 10 g de NaCl.

2. Medios diferenciales
MC (Medio Carboxi-metil celulosa)

Para 1 L de medio: se mezclan 0,5 g de triptona, 0,25g de extracto de levadura, 0,5 g
de NaCl, 15 g de agar y 5 g de Carboxi-metil celulosa. Se afora a 1 L con agua destilada
Milli Ro, y se autoclava durante 20 min a 121 °C.

ML (Medio Leche)

Para 1 L de medio: se mezclaron 50 g de leche en polvo descremada con 500 mL de
agua destilada Milli Ro. Se colocaron en autoclave durante 10 min a 121 °C. Por otra
parte se mezclaron 15 g de agar, con 0,5 g de triptona, 0,25g de extracto de levadura y
0,5 g de NaCl, y se aford con agua destilada Milli Ro hasta 500 mL. Se colocé en
autoclave durante 20 min a 121 °C. Luego se termostatizaron ambas soluciones
(autoclavadas en forma separada, ya que la leche se carameliza si se autoclava un
tiempo mayor a 10 min) en estufa a 60 °C, hasta que ambas estuvieron a la misma
temperatura. Luego se mezclé la soluciéon de leche con la solucién con agar, agitando
hasta que luciéd homogéneo, y se pasd a placas de Petri de manera aséptica.

*Para el medio leche liquido se procedié de igual manera, pero sin agregar agar. Previo
a autoclavarse se distribuyé en tubos de precultivo.

MA (Medio Aceite)

Para 1 L de medio: se mezclaron 20 mL de aceite de oliva con 15 g de agar, 0,5 g de
triptona, 0,25 g de extracto de levadura y 0,5 g de NaCl. Se afor6 a 1 L con agua
destilada y se elevd su temperatura hasta fundir el agar. Inmediatamente se licud la
solucidn, utilizando un mixer, hasta que quedd en una tonalidad blanca (se distribuyo
el aceite en toda la solucién). Luego se autoclavé durante 20 min a 121 °C.

*Para el medio aceite liquido se procedid de la misma manera; solo que no se agrego
agar, y una vez obtenido el homogeneizado de aceite se distribuyd en tubos de
precultivo y se autoclavé.
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MP (Medio Papel)

Se mezclaron en 1 L de agua Milli Ro: 0,5 g de triptona, 0,25g de extracto de levadura y
0,5 g de NaCl. Se disolvieron los solutos y se distribuyeron 4mL de medio en tubos de
cultivo. Luego se autoclavaron durante 20 min a 121 °C. De manera independiente se
cortaron tozos de papel de filtro Whatman® 3MM de aproximadamente 30 mg, y se
autoclavaron. Luego de manera aséptica se tomaron trozos de papel de filtro
atoclavado (tomado con pinza estéril por flambeado) y se colocé uno en cada tubo.

M-Agar (Medio Agar)

Se mezclaron 0,5 g de triptona, 0,25g de extracto de levadura, 0,5 g de NaCly 15 g de
agar en 1 L de agua Milli Ro. Luego se esterilizé en autoclave durante 20 minutos a 121
°C.

M-Agar semisoélido

Se mezclaron 0,5 g de triptona, 0,25g de extracto de levadura, 0,5 g de NaCly 2 g de
agar en 1 L de agua Milli Ro. Se fundié el agar elevando la temperatura de la solucion y
se distrubuyd en tubos de cultivo. Se esterilizé en autoclave durante 20 minutos a 121
°C.

MS (M starch, M almiddn)

Se mezclaron 0,5 g de triptona, 0,25g de extracto de levadura, 0,5 g de NaCl ,15 g de
agary 20 g de almiddn soluble en 1 L de agua Milli Ro. Luego se esterilizé en autoclave
durante 20 minutos a 121 °C.
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3. Medio Minimo de induccion de produccion enzimatica

Se realiz6 la mezcla de los solutos en 1 L de agua Milli Ro y se esterilizd por autoclave
durante 20 min a 121 °C.

(NH4)2S04 2,0g
KH,PO4 4g
Na HPO4 6g
FeS04.7H,0 1mg
MgS0, 200 mg
CaCly 1mg
H3BOs3 10 ug
MnSQO4 10 ug
ZnSQOq 70 ug
CuSOq4 50 ug
MoOs 10 ug
Extracto de levadura lg
Sustrato celulésico* 5g

*El sustrato varia entre Celulosa, Avicel, Carboximetil celulosa y a-celulosa.

SDS-PAGE

1. Gel separador 12%

H20 -1,6 mL

Tris Base 1,5M, pH 8,8 - 1,3 mL

SDS 10% - 0,05 Acrilamida Mix 30% - 2,0 mL
TEMED - 0,002 mL

Persulfato de amonio (PSA) 10% - 0,05 mL

Se realizd la mezcla de las soluciones y se colocd en soporte para gel de 0,5 mm de
espesor.



2. Gel Concentrador 5%
H20-1,5mL

Tris HCI 1,0 M, pH 6,8 - 0,65 mL
SDS 10% - 0,05 mL

Acrilamida Mix 30% - 0,35 mL
TEMED - 0,005 mL

PSA 10% - 0,01 mL

Se mezclaron las soluciones y se colocaron en cima del gel separador (ya
polimerizado). Se colocé el peine de pocillos y se dejé polimerizar, para luego realizar
la siembra.

3. Buffer de carga de proteinas 5X
Tris1 M, pH 6,8 -3,75mL

SDS 20% - 3 mL

Azul de Bromofenol - 9 mg

Glicerol - 4,5 mL

H20 csp 10,5 mL

4. Buffer corrida proteinas con SDS 1X pH= 8,3
TrisBase-3 g

Glicina-14,4¢

SDS - 1g

H20 milliRo 1L

5. Buffer TRIS

Tris Base - 60,57 g
pH=7,6

Diluir en 800 mL de H20.

Ajustar el pH con HCl concentrado. Completar el volumena 1 L.
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6. Acrilamida Mix 30%
Acrilamida 30%
Bis-acrilamida 0,8%

Preparado en H20 milli Ro y filtrado.

7. Solucién de Tincién

H20 500 mL

EtOH 95% 400 mL

Acido Acético Glacial 100 mL

Azul Brillante de Coomasie R2501 g

8. Solucion Decolorante
H20 500 mL
EtOH 95% 400 mL

Acido Acético Glacial 100 mL

Otros Buffers y soluciones

1. Buffer TAE 0,5X
TrisBase-2,42 g

Acido Acético Glacial - 0,57 mL
EDTAO5M,pH8-1mL

HOcsp 1L

2. SFE: Suero fisiologico estéril

NaCl 0,9 %

Se diluye en H,0 y se esteriliza por filtracién (filtros de 0,2 um).
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