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Resumen

Aunque existe un gran avance en el elenco de microorganismos actualmente disponibles para distintas
aplicaciones biotecnoldgicas, la gran diversidad de usos y requerimientos para estos microorganismos y
sus productos, hace necesario continuar con la busqueda de nuevos candidatos. En este trabajo se aborda
la busqueda y seleccidon de microorganismos capaces producir enzimas Utiles en diversos sectores, y de
degradar compuestos recalcitrantes, que seran de interés para biorremediacion. Se emplearon 30 cepas
fungicas y bacterianas aisladas de tres ambientes, incluyendo suelo rizosférico, sedimentos de alpechiny
material sometido a compostaje. En la coleccién de microorganismos se rastrearon las actividades
amilasa, pectinasa, celulasa, xilanasa, proteasay ligninasa y enzimas relacionadas, al objeto de discriminar
las cepas con mayor potencial para la produccién de enzimas o para aplicaciones de biorremediacion. Los
resultados mostraron que las cepas del compost presentaron los mayores niveles de enzimas, mientras
que las correspondientes a sedimentos de alpechin mostraron actividades de interés en biorremediacion.
La cepa con mayor rango de actividades enzimaticas fue Fusarium delphinoides HC 4993, ya que produjo
lipasa, proteasa, pectinasa, xilanasa y celulasa. Ademas, la bacteria Bacillus smithii BC 1958, produjo
niveles elevados de amilasa y proteasa, y el actinomiceto Streptomyces albus AC 2815, de proteasa. Por
su parte, los hongos Scedosporium apiospermum HSA 16, Cosmospora viridescens HSA 21 y Aspergillus
protuberus HSA 6 y dos cepas del actinomiceto Streptomyces koyangensis, ASA 3 y ASA 4, fueron capaces
de eliminar el polifenol recalcitrante tirosol, por lo que resultan idéneos para su uso en biorremediacidn.
Este trabajo aporta nuevas herramientas para el sector biotecnoldgico en general y, de forma especifica,
para operaciones de biorremediacion.

Palabras clave: Carbohidrasas, lipasa, proteasa, ligninasas

Abstract

There is a great advance in the microorganisms currently available for biotechnological applications.
However, the great diversity of uses and requirements for these microorganisms and their products
makes it necessary to continue searching for new candidates. This work deals with the search and
selection of microorganisms capable of producing enzymes useful for various sectors, and of degrading
recalcitrant compounds, which will be of interest for bioremediation. Thirty fungal and bacterial strains
isolated from three environments were used, including rhizospheric soil, alpechin sediments, and
composted material. The amylase, pectinase, cellulase, xylanase, protease, and ligninase activities as well
as related enzymes were tracked in the collection of microorganisms, in order to discriminate the strains
with the greatest potential for enzyme production or bioremediation applications. The results concluded
that the compost strains presented the highest levels of enzymes, while those corresponding to alpechin
sediments showed activities of interest in bioremediation. The strain with the highest range of enzymatic
activities was Fusarium delphinoides HC 4993, since it produced lipase, protease, pectinase, xylanase, and
cellulase. Furthermore, the bacterium Bacillus smithii BC 1958 produced high levels of amylase and
protease, and the actinomycete Streptomyces albus AC 2815, of protease. On the other hand, the fungi
Scedosporium apiospermum HSA 16, Cosmospora viridescens HSA 21, and Aspergillus protuberus HSA 6
and two strains of the actinomycete Streptomyces koyangensis, ASA 3 and ASA 4, were able to eliminate
the recalcitrant polyphenol tyrosol, making them suitable for use in bioremediation. This work provides
new tools for the biotechnology sector in general and, specifically, for bioremediation operations.

Keywords: Carbohydrases, lipase, protease, ligninases
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1. Introduccion

Desde la Prehistoria se han empleado procesos biotecnolégicos para aspectos tales como la
conservacion de alimentos, la fermentacion necesaria para elaborar pan y vino o la domesticacion en
ganaderia. El primero en emplear el término Biotecnologia fue el ingeniero hingaro Karl Ereky en 1919,
haciendo referencia a las técnicas utilizadas para la produccién de leche y derivados en grandes granjas.
La Biotecnologia moderna se inicia a final de la década de los 70 y se define como una ciencia
multidisciplinar en la que se utilizan organismos vivos o sus productos en beneficio del ser humano para
resolver un problema (Thieman y Palladino 2010). Por tanto, los microorganismos de interés
biotecnoldgico, son aquellos capaces producir efectos o de generar compuestos utiles. En esta categoria
se encuentran multiples microorganismos, desde los que estan implicados en procesos fermentativos, a
los productores de enzimas, los probidticos, los promotores del crecimiento vegetal, o los que permiten
biodescontaminar o biorremediar un determinado entorno, por citar algunos ejemplos. Estos
microorganismos y sus productos tienen numerosas aplicaciones en industrias tan dispares como la
agroalimentaria, la quimica, la papelera o la farmacéutica entre otras. El uso de la biotecnologia para la
produccion de compuestos organicos de utilidad obtenidos a partir de microorganismos, plantas o células
animales constituye una alternativa a los procesos industriales y agroalimentarios, en los que se utilizan
materias primas con elevada toxicidad y persistencia en el medio ambiente. Ademas, permiten una mejor

optimizacién de los procesos y una reduccion de costes (Pessoa et al., 2017).

Aunque el concepto de microorganismos de interés biotecnoldgico abarca a todos aquellos que
pueden tener algun tipo de aplicacidn o ejercer algun beneficio, ya sea industrial o ambiental, incluyendo
actividad en biorremediacion, en este trabajo dicho término se aplica principalmente a microorganismos
productores de enzimas, mientras que se reserva el concepto de microorganismos de interés en
biorremediacion a aquellos capaces de degradar compuestos recalcitrantes o contaminantes. En los
siguientes apartados se describen algunas de las actividades de ambos grupos de microorganismos, y
finalmente se abordan algunos aspectos relativos a las estrategias para la obtencién y aislamiento de

microorganismos a partir de diversas fuentes.

1.1. Microorganismos de interés biotecnoldgico

A partir de la década de los 60 las enzimas microbianas comenzaron a tener una mayor importancia
respecto de las producidas a partir de fuentes vegetales o animales. El descubrimiento y avance de las
técnicas de ingenieria genética y biologia molecular permitié la obtencion de organismos mas eficaces.
Asi, Cohen y Boyer (1973) obtuvieron el primer microorganismo recombinante, lo que fomenté el estudio
de hongos filamentosos, levaduras y bacterias como fuentes excepcionales para la obtencidn de enzimas.
Algunas de las ventajas que presentan los microorganismos frente a otras fuentes de enzimas son su
metabolismo vigoroso, su facil manipulacién y propagacion a gran escala, su elevada versatilidad y sus

requerimientos nutricionales generalmente simples (Saini et al., 2017). Adicionalmente, las enzimas
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microbianas presentan una mayor estabilidad (Tanyildizi et al., 2007). Todas estas ventajas han hecho que

las enzimas microbianas sean mas utilizadas en industria frente a las de animales o vegetales.

Las enzimas son mas eficientes frente a otros catalizadores naturales o sintéticos que se podrian
utilizar en procesos industriales, ya que presentan una elevada especificidad de sustrato, permitiendo
distinguir entre diferentes regiones de las moléculas (regioespecificidad) e incluso entre isémeros de la
misma molécula (estereoespecificidad). Ademas, son capaces de trabajar en condiciones de reaccién
suaves (temperatura, pH, presion, etc.), por lo que el gasto energético y de equipamiento suele ser menor
respecto a los catalizadores quimicos. Otra caracteristica que hace a las enzimas una alternativa mas
atractiva es que no son alteradas tras su actividad pudiendo ser reutilizadas en la mayoria de casos.
Ademas, son amigables con el medio ambiente ya que permiten que los procesos sean mas limpios. Todas
estas propiedades se traducen en un abaratamiento de los costes de produccién. Algunas de las enzimas
mas utilizadas, consecuencia de su elevado rango de aplicaciones en diferentes industrias son las

carbohidrasas, las lipasas, las proteasas y las ligninasas.

Las carbohidrasas son un grupo de enzimas implicadas en su mayoria en la hidrélisis de polisacaridos
y oligosacdridos. Entre ellas destacan las amilasas, las celulasas, las xilanasas y las pectinasas, cuyas

principales caracteristicas se describen a continuacion.

El almidon es producido por plantas como reserva energética y se considera la tercera fuente de
biomasa en la tierra después de la lignocelulosa y la quitina (Choubane et al.,, 2015). Es un
homopolisacdrido formado por unidades de glucosa, y esta constituido por dos fracciones diferenciadas,
la amilosa, polisacarido no ramificado en el que las unidades de glucosa estan unidas por enlaces a-1,4-
glucosidicos, presenta un gran nimero de residuos y es soluble en agua a 70 — 80 °C; y la amilopectina,
polimero ramificado en el que las glucosas estan unidas por enlaces a-1,4 y a-1,6, y es insoluble. Las
enzimas encargadas de hidrolizar estos enlaces son las amilasas. Estas enzimas extracelulares catalizan la
hidrdlisis de los enlaces a-1,4 en el almidén para dar lugar a dextrinas y otros oligosacaridos de glucosa
(Ryan et al., 2006). De acuerdo con la posicion del enlace en el que produce la hidrélisis, se pueden
diferenciar tres grupos de amilasas: a-amilasas, actian en la cadena de almidén de forma aleatoria sobre
enlaces a-1,4 de amilosa y amilopectina, pero no hidrolizan enlaces a-1,6, dan como producto dextrinas;
B-amilasas, hidrolizan enlaces a-1,4 de forma exclusiva a partir del extremo reductor, produciendo
unidades de maltosas; y y-amilasas, que, ademds de romper el Ultimo enlace a-1,4 en el extremo no
reductor de amilosa y amilopectina, liberando glucosa, puede romper los enlaces a-1, 6 (Sankari et al.,
2014). Estas enzimas tienen numerosas aplicaciones en la industria alimentaria, por ejemplo, se emplean
en la industria panadera para aumentar los aztcares fermentables y, con ello el volumen de la hogaza.
También tienen aplicaciones en las industrias textil y papelera, en la produccién de detergentes y en la

industria farmacéutica (Mageswari et al., 2012).

Las pectinas forman parte de la pared celular primaria de las plantas superiores (Yayani et al., 2005).
Son heteropolisacaridos muy ramificados constituidos principalmente por residuos de &acido D-

galacturdnico unidos por un enlace a(l -4) al que se unen también azlcares como L-ramnosa, L-
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arabinosa o D-galactosa y acidos urdnicos como el arabinogalactano. Las pectinas tienen una importante
aplicacidn que se basa en su capacidad de formar geles, cualidad por la cual se emplean en la produccién
de gelatinas en la industria alimentaria o para la produccién de bioplasticos (Samanta, 2019). Las enzimas
capaces de romper alguno de los multiples enlaces de las pectinas se denominan pectinasas, que son un
complejo enzimdtico (Yayani et al., 2005). Las pectinasas, junto con las celulasas y las xilanasas, pueden
lograr una hidrélisis completa de la pared liberando el zumo celular, proceso conocido como licuefaccion.
Este proceso se aplica para la preparacion de zumos de frutas que son dificiles de filtrar tales como mango,

platano o guayaba.

Las xilanasas y las celulasas son complejos enzimaticos incluidos en el grupo de las enzimas
lignoceluloliticas que han cobrado una especial importancia y auge debido a su alta aplicabilidad en
diferentes industrias como la papelera y sobre todo en biorrefineria (MacCabe et al., 2002). Las xilanasas
forman un complejo enzimatico encargado de la hidrdlisis del xilano, polisacarido compuesto por una
cadena lineal de residuos de xilosa con numerosas ramificaciones, siendo el principal componente de la
hemicelulosa. Una de las principales enzimas encargadas en el proceso de hidrdlisis del xilano son la endo-
1,4-B xilanasas, encargada de romper los enlaces glucosidicos de la cadena lineal produciendo oligdmeros
de B-D xilopiranosil. La siguiente enzima encargada de romper la matriz de la hemicelulosa es la -
xilosidasa, encargada de hidrolizar xilobiosa y xilano-oligosacaridos (Polizeli et al., 2005). Estas enzimas se
han utilizado para mejorar la digestibilidad de los piensos para aves con altos contenidos en cereales
(Gracia et al.,, 2003). El complejo enzimatico celulasa se encarga de hidrolizar la celulosa,
homopolisacarido compuesto de glucosa presente en la biomasa vegetal que constituye el biopolimero
con mayor presencia en la naturaleza. Dicho complejo estd constituido por cuatro enzimas: endo B-
glucanasa, hidroliza la celulosa a glucooligosacdridos; exo B-glucanasa, encargada de liberar el
monosacdrido glucosa de la celulosa; celobiohidrolasa, actla en regiones externas de celulosa liberando
unidades de celobiosa (disacarido formado por dos glucosas); y la B- glucosidasa que es una exocelulasa

gue actua sobre los enlaces B(1-4) encargados de unir dos moléculas de glucosa (Szijarto et al., 2004).

Las ligninasas son un grupo de enzimas capaces de degradar la lignina, el tercer componente del
macropolimero lignocelulosa presente en la biomasa vegetal (Figura 1). La lignina es un polimero de
naturaleza aromatica cuyos mondmeros constituyentes son derivados del fenil propano, principalmente,
los acidos coniferilico, sinapilico y cumarilico, que se unen entre si mediante enlaces de diversos tipos
dando lugar a una estructura muy compleja y de muy baja biodegradabilidad, es decir, muy recalcitrante.
Las principales enzimas microbianas implicadas en la hidrélisis de la lignina son lacasas, lignina
peroxidasas, manganeso peroxidasas, tirosinasas y polifenoloxidasas (Gunial et al., 2020). Debido a la
complejidad estructural de la lignina, solo algunos microorganismos tienen capacidad enzimdtica para
degradarla, generalmente hongos (Buswell y Odier, 1987). Algunos de los mas destacados por la
produccion de este tipo de enzimas presentan también capacidad para eliminar compuestos tdxicos en
procesos de biorremediacidn en suelos. Los microorganismos con dicha actividad estan enmarcados en el

grupo de los basidiomicetos, tales como Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Phanerochaete
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chrysosporium, Tyromyces palustris, Gloeophyllum trabeum (Cameron et al., 2000; Rabinovich et al.,
2004), ascomicetos como Aspergillus y zigomicetos como Rhizopusy y Amylomyces (Jolivet et al., 1998;
Nagarathama y Bajpai, 1999). La actividad ligninolitica esta relacionada con la capacidad para la
degradacién de compuestos recalcitrantes, tales como diversos contaminantes organicos ambientales, y
es por ello que se les atribuye una capacidad biorremediadora. Estos microorganismos y sus enzimas
también se emplean en numerosas industrias, destacando la papelera y textil, produccién de piensos y de

bioplasticos (Couto y Toca-Herrera 2006; Maciel y Ribeiro, 2010).

'L\..' eee - gt —
Puentes o Hemicelulosa Enlaces con
e Celulosa  Lignina hemicelulosa
hidrégeno

Figura 1. Estructura de la lignocelulosa (Bidlack et al., 1992).

Las proteinas son el grupo de moléculas organicas mas abundantes en los seres vivos. Las proteasas
hidrolizan enlaces peptidicos liberando aminoacidos y péptidos. Dichas enzimas constituyen uno de los
grupos enzimaticos mas importantes de la industria, encontrando aplicaciones en la fabricacion de
detergentes, procesado de alimentos, tratamiento de pieles y seda o elaboracion de cervezas (Razzaq et
al., 2019).

Los lipidos son un grupo de moléculas orgénicas ampliamente distribuidas en la biomasa, constituidas
por cadenas hidrocarbonadas alifaticas o aromaticas solubles en disolventes orgdnicos y que cumplen
diversas funciones en los organismos vivos tales como reserva energética (acidos grasos y
triacilglicéridos), estructural (fosfolipidos de la bicapa lipidica que compone las membranas celulares) o
reguladoras como las hormonas esteroides. Las enzimas lipoliticas o lipasas catalizan la hidrdlisis de los
enlaces tipo éster de los lipidos y se encuentran ampliamente distribuidas en microorganismos, plantas y
animales (Ruiz et al., 2007). Las lipasas tienen numerosas aplicaciones biotecnolégicos en distintas
industrias como la alimentaria o quimica. Entre otras se emplean para la producciéon de grasas con
propiedades fisicas y quimicas especificas, produccién de aditivos alimentarios, mejora de propiedades
de lacteos o pan, sintesis de ésteres con actividad antioxidante, fabricacién de detergentes, tratamiento
de aguas residuales o purificacién en la industria de cosmética y farmacéutica (Kirana et al., 2016).

En la Tabla 1 se indican algunas especies microbianas productoras de las enzimas previamente

descritas, asi como las muestras a partir de las que fueron aisladas.
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Tabla 1. Especies aisladas de diferentes ambientes con actividades enzimaticas de interés biotecnolégico e industrial.

Enzimas

Cabohidrasas

Pectinasa

Especie

Aspergillus niger sp

Ambientes de aislamiento

Frutos vegetales

Referencia
Yayani et al., 2005

Xilanasa

Penicillium corylophilum, Aspergillus terreus y Streptomyces
sp

Alimentos en descomposicion y suelo

Cortez, 2015

Celulasa Pleurotus ostreatus Restos vegetales Diaz et al., 2014
Amilasa Asperaillus niger v Nacardionsis s Suelo contaminado y sedimentos Vardhini et al., 2013; Chakraborty
perg gery psis sp marinos etal., 2014
Lipasa Lipasa Pseudomonas sp, Aspergillus sp, Geotrichumsp y Rhizopus sp | Residuos de aceites vegetales Ertugrul et al., 2007
i f
Proteasa Proteasa Bacillus sp. y Bacillus stearothermophilus f;r:]’;?;: SRS CYIES Haki y Rakshit, 2003
L Caribena versicolor, Ganoderma lucidum y Schyzophyllum o, Arora et al., 2002; Litthauer et al.,
Ligninasa Madera en descomposicidn
commune 2007
Lacasas Pleurotus ostreatus y Trametes pubescens Restos vegetales Berdugo, 2014
Ligninasa Peroxidasa Phanerochaete chrysosporium y Caribena versicolor Madera en descomposicion Higuchi, 1993
Tirosinasa Trichothecium roseum, Neurospora crassa y Bacillus Restos vegetales Li et al., 2004; Seo, 2003

thuringiensis

Polifenoloxida
sa

Pleurotus ostreatus, Trametes pubescens y Gloeophyllum
trabeum

Restos vegetales

Cameron et al., 2000
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1.2. Microorganismos de interés en biorremediacién

A lo largo de la historia, numerosos contaminantes de origen natural o sintetizados por el hombre
(xenobidticos) han sido liberados al medio ambiente provocando graves problemas. La biorremediacién
es un proceso que utiliza el potencial metabdlico de animales, plantas y microorganismos, con capacidad
biotransformadora para reducir la concentracion y toxicidad de contaminantes (Valdes, 2012). La
efectividad de esta técnica es evaluable segln la erradicacion del contaminante, sin embargo, hay que
tener en cuenta que algunos productos del metabolismo de estos compuestos pueden presentar
caracteristicas mas toxicas que el compuesto de partida (Ganey y Boyd, 2004). La accién de los
microorganismos sobre los agentes contaminantes da lugar a cambios menores de las moléculas
orgdnicas, fragmentacion o una mineralizacién completa. Por tanto, los microorganismos de interés en
biorremediacion seran aquellos que, mediante su metabolismo, sean capaces de reducir la concentracién
de estos compuestos hasta umbrales no téxicos de forma que eliminen la contaminacién (Glazer y
Nikaido, 2007). Los lugares contaminados presentan una amplia variedad de microorganismos indigenas

que suelen ser los mas indicados para llevar a cabo el proceso de biorremediacion.

Los compuestos xenobidticos producidos en las actividades industriales tienen cada vez una mayor
presencia en la naturaleza, diversidad y caracteristicas recalcitrantes (Garcia y Peralta, 2008). Estan
compuestos en su mayoria por cadenas alquilicas, anillos aromaticos o halégenos entre otros, lo que les
confiere un caracter lipofilico. La mayoria de xenobidticos se emplean como herbicidas o pesticidas.
Muchos de ellos producen dafios directos en seres vivos, ya que tienden a acumularse en el tejido adiposo
aumentando el riesgo de toxicidad, y su eliminacidn requiere de una biotransformacién en metabolitos
mas solubles en agua (Waliszewski et al., 2008). Algunos de estos compuestos sintéticos presentan
estructuras parecidas a compuestos organicos producidos en la naturaleza y pueden entrar a formar parte
de los ciclos biogeoquimicos, pero otros con estructuras muy diferentes son de dificil biodegradacién y
tienden a acumularse en el medio ambiente. Al ser compuestos sintéticos, generalmente presentan cierta
dificultad para ser biodegradados, aunque algunos microorganismos han desarrollado mecanismos para
ello (Finley et al., 2010). Un microorganismo con gran aplicacion en la biorremediaciéon de ambientes
contaminados por xenobidticos es Pleurotus ostreatus, hongo de la podredumbre blanca de la madera,
capaz de degradar compuestos xenobidticos y recalcitrantes debido a que produce un gran abanico
enzimatico no especifico que puede catalizar la oxidacién de numerosos compuestos organicos. Una
alternativa para abordar estos procesos de una forma mas eficaz, es la utilizacion de consorcios
microbianos para repartir la produccion enzimatica y abarcar todas las rutas de degradacion requeridas
(Singh et al., 2008). Algunos de los contaminantes de mayor impacto actual son los herbicidas e

insecticidas y los plasticos derivados del petrdleo.

Uno de los xenobidticos con mayor impacto ambiental y que fue empleado desde 1948 hasta 1972
para el control de la malaria, la fiebre amarilla, el tifus y otras enfermedades causadas por insectos

vectores, es el pesticida 1,1,1-tricloro-2,2’bis(p-clorofenil)etano (DDT). El DDT es un compuesto organico
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clorado con efecto pesticida de amplio espectro que ha sido utilizado desde la segunda guerra mundial
(Beard 2006). En su estructura molecular presenta anillos aromaticos que le confieren una gran toxicidad
y estabilidad quimica, por lo que son altamente resistentes a la biodegradacion (Corona-Cruz et al., 1999).
Este pesticida provocé intoxicaciones, casos de mutagenicidad, alteraciones en el sistema inmune y tuvo
un gran impacto por contaminacidn del ambiente provocada por su alta persistencia y bioacumulacidn
(Walker et al., 2003), por lo que la OMS desaprobd su uso en espacios abiertos en 1971 y fue prohibido
en muchos paises (Franco 1985), ademas, los vientos transportan este pesticida a través de la atmésfera,
llegando la contaminacién hasta puntos tan recénditos como las regiones polares (Semeena et al., 2006).
El DDT puede ser degradado tanto en condiciones aerobias como anaerobias. Se sugirieron varias vias
metabdlicas (Quensen et al., 1998; Hay et al., 1998) donde actlan enzimas como deshidroclorinasas,
dioxigenasas, deshalogenasas o hidrolasas. Algunos de los microorganismos estudiados con mayor éxito
en la biodegradacion del DDT en suelos son Eubacterium limosum, Alcaligenes eutrophus, Boletus edulis,
Fusarium solani y Phanerochaete chrysosporium (Li et al., 2010). Las especies mas eficaces en la
degradacion aerobia son Alcaligenes eutrophus, Serratia marcescens, Micrococcus varians o Lactobacillus
plantarum, que mediante la rotura del anillo en posicién meta, dan lugar a acido clorobenzoico (Ninnekar
y Kamanavalli, 2004). Phanerochaete chrysosporium ha sido estudiado como una especie capaz de

mineralizar el DDT dando lugar a diclorodifenildicloroetano (Dominguez et al., 2010).

Otro xenobidtico que resalta por su alta persistencia en el medio es el glifosato, un herbicida no
selectivo utilizado en gran parte del mundo que puede acumularse en el medio ambiente gracias a su
capacidad para adherirse a particulas del suelo en forma biodisponible y permanecer durante afios (Medio
Ambiente 2009). Algunos microorganismos como Bacillus thuringiensis cumplen una doble funcionalidad
frente a esta problematica, produce toxinas con actividad insecticida, por lo que se utiliza como
biopesticida, y adicionalmente tiene capacidad de degradar pesticidas, especialmente el glifosato

(Accinelli et al., 2004).

Los carbamatos son otros compuestos empleados como insecticidas, derivan del acido carbamico
Algunos de los efectos provocados por este insecticida, incluso aplicandolo en las cantidades
recomendadas debido a su persistencia en el suelo, son la reduccién y debilitamientos de la planta (Gafar,
2011). Algunos autores como Schuster y Schmoll, (2010) emplearon microorganismos autdctonos de la
rizosfera de la planta para la degradacidon de dichos compuestos, por su demostrada adaptabilidad.
Algunos de los microorganismos estudiados para la degradacién de este xenobidtico es Phenylobacterium
sp., que tiene capacidad para degradar pesticidas de la familia de los carbamatos en suelos agricolas, o
Trichoderma harzianum, hongo filamentoso con demostradas ventajas en la agricultura debido a su

potencial enzimatico (Vallejo, 2014)

Los plasticos son moléculas poliméricas de origen antrépico producidos a partir de derivados del
petrdleo y empleados a escala global gracias a sus propiedades fisicas o quimicas como fuerza,
durabilidad, ligereza, resistencia y bajo coste (Shah et al. 2008). Con el paso del tiempo, grandes

cantidades de plasticos han sido introducidos en todos los ecosistemas del planeta, y dada su dificil

Pagina | 9


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9563945

Microorganismos con potencial biotecnoldgico —J. Salinas 2020

degradacion, ya suponen uno de los primeros problemas mundiales en cuanto a contaminacién ambiental
(Emadian et al., 2016). Uno de los plasticos mas utilizados en el mundo es el polietileno (PE), presentando
diversas aplicaciones en practicas agricolas, destacando su empleo para la fabricacion de invernaderos
(Llop, 2011). Uno de los campos actuales mas prometedores en relacion con la problematica ambiental
causada por estos compuestos es el incremento de su biodegradabilidad mediante la oxidacién o hidrdlisis
de ciertas moléculas para mejorar su hidrofilia (Restrepo-Fldrezet al., 2014). Esta modificacién da lugar a
polimeros de bajo peso molecular que lo hacen mas susceptible a la actividad enzimatica requerida para
su eliminacion (Albertsson y Karlsson, 1990). Algunas de las especies mas estudiadas con estas
capacidades pertenecen a los géneros Pseudomonas, Streptococcus o Moraxella en el caso de bacterias,
y Fusarium solani o Curvularia senegalensis en el caso de hongos (Santo et al., 2013; Jun et al., 2014). En
el trabajo realizado por Zhang et al., (2018), ensayan en placas Petri la biodegradacién del polietileno con
un andlogo estructural, el alcohol de polivinilo, obteniendo un halo de degradacion del 6,8% en 90 dias
por la cepa Bacillus amyloliquefaciens “HK1”. Otro pldstico cuya degradacion microbiana se estd
investigando es el tereftalato de polietileno (PET) (Wei et al., 2016). Uno de los microorganismos mas
prometedores para esta actividad es Idionella sakaiensis, bacteria aislada de un ambiente contaminado
por plasticos (Yoshida et al., 2016) que produce una enzima llamada IsPETasa, responsable de la
degradacion del PET (Gong et al., 2018). Esta enzima cuenta con una estructura parecida a las cutinasas,
por lo que se estudian ciertas enzimas lipoliticas como potenciales para la degradacién de estos
compuestos (Nikolaivits et al., 2018). Estas enzimas suelen actuar en conjunto con poliesterasas, por lo
qgue también son objeto de estudio (Biundo et al., 2017). En el estudio llevado a cabo por Molitor et al.
(2020), se describié un protocolo para la deteccidon de cepas con capacidades degradativas de PET
mediante un screening consistente en la siembra de una serie de microorganismos en diferentes medios
de cultivo emulsificables que permitian la identificacion de cepas productoras de poliesterasas. El pre-
screening se realizé por medio del cultivo de microorganismos en placas Petri con tributirina, un
triglicérido de cadena corta que permite detectar la actividad esterasa mediante la generacion de halos.
Ademas, se realizd otro ensayo con aceite de coco y rodamina B, que permitia observar mediante
fluorescencia los halos de aclaramiento causados por la degradacion de este acido graso de cadena larga.
Las cepas positivas fueron ensayadas en un medio de cultivo que contenian sustratos inductores
emulsificables: Impranil® DNS, un poliéster de poliuretano alifatico sintético que se utiliza para
recubrimientos textiles, de cuero y tejidos de aviones. La lectura de la actividad poliesterasa y esterasa
fue medida mediante la generacién de halos de aclaramiento. Estos ensayos arrojaron una serie de cepas

capaces de degradar estos sustratos como Parachernes litoralis o Pseudomonas oceani.

1.3. Fuentes y estrategias para el aislamiento de microorganismos

La busqueda de microorganismos con potencial biotecnolégico, bien sean productores de enzimas o

con alguna actividad de interés en biorremediacion, requiere en primera instancia de una buena seleccion
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de la muestra a partir de la que se van a obtener. Los ambientes colonizados por estos microorganismos
suelen contener compuestos moleculares susceptibles de ser degradados por la actividad enzimatica que
se pretende estudiar. Las fuentes potenciales para la obtencion de microorganismos de interés
biotecnoldgico e industrial variaran dependiendo de la actividad que se pretenda encontrar. Uno de los
ambientes mas utilizados para encontrar microorganismos con actividad ligninolitica, celulolitica y
xilanolitica suele ser madera en condiciones de podredumbre y el tracto intestinal de los insectos que se
alimentan de esta (Gédmez-Martinez et al., 2019), aunque también hay estudios que utilizan residuos
vegetales producidos en la agricultura (Félix et al., 2014). Un ambiente de especial interés para la
busqueda de dichas actividades es el material sometido a compostaje. Este es un proceso biolégico
aerdbico y termoéfilo en el cual la materia organica es transformada por una gran variedad de
microorganismos dando como resultado un producto estable denominado compost, que mejora las
caracteristicas del suelo y que actia como fertilizante. Este proceso se lleva a cabo en diferentes etapas,
caracterizadas por cambios en los pardmetros ambientales como pueden ser la temperatura, el pH o la
humedad (Moreno y Mormeneo, 2008) Estas caracteristicas, ademas de hacer del compostaje un
ambiente selectivo, promueven una gran biodiversidad, siendo un excelente ecosistema para la obtencion

de microorganismos de interés biotecnoldgico y biorremediador.

Otra muestra a partir de las que se suelen obtener este tipo de microorganismos es el suelo (Khan et
al., 2011). Este ambiente puede presentar un amplio abanico de caracteristicas segun en el estado en el
que se encuentre. Morales et al. (2014) utilizaron el suelo de un humedal, para la obtencion de
microorganismos con actividad amilolitica, celulolitica y ligninolitica que contiene una gran diversidad de
nutrientes y por lo que es susceptible de contener un gran abanico de microorganismos con actividades
enzimaticas diferentes, encontrando hasta 51 cepas con actividad ligninasa, celulasa y amilasa. Un suelo
impactado presenta unas caracteristicas que lo hacen selectivo para la proliferacién de microorganismos
con capacidades singulares. Asi, por ejemplo, suelos contaminados con sedimentos de alpechin o por
aguas de lavado procedentes de la industria olivarera pueden contener una poblacidon microbiana singular
(Khannous et al., 2014). El aceite es extraido a partir de la aceituna en las almazaras mediante distintos
sistemas que han ido cambiando con el tiempo como consecuencia de la incorporacion de nueva
tecnologia (Souilem et al., 2017). En la década de los 70-80 se generalizd, al menos en Espafia, el empleo
de un decantador horizontal, denominado centrifuga a 3 fases (3F), que separaba los tres componentes
de la pasta de aceituna, fase sélida u orujo, aceite y fase liquida acuosa o alpechin (1 — 1,6 L/kg de
aceituna). Con el objetivo de mitigar estos problemas, se desarrollé6 un nuevo tipo de centrifuga a dos
fases (2F) que se implantaria en la mayor parte de Europa y que contribuyé a reducir la produccién de
residuos (0,5L/kg de aceituna), eliminando la salida del alpechin dando lugar a dos fracciones a partir de
la pasta de aceituna constituida por una mezcla de los sélidos (orujo) y la fraccion acuosa de la aceituna
(alpechin), que recibe el nombre de alpeorujo (Calvo Fernandez, 2013). El alpechin es el residuo acuoso
producido en el proceso de extraccion de aceite de oliva cuya forma de gestién consistia en su
almacenamiento en balsas de evaporacidn, en las que sedimentaba dando lugar a un fango que presenta

unas caracteristicas altamente selectivas para la microbiota. Este residuo presenta un elevado contenido
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en polifenoles y le confieren una elevada toxicidad y efecto antimicrobiano (Dermeche y col., 2013),
aunque su composicién es muy variable dependiendo de factores ambientales y de cultivo (Niaounakis y
Halvadakis, 2004). Presenta un mayor poder contaminante que las aguas de lavado 2F debido a su mayor
concentracion de polifenoles y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) (Tabla 2), produciéndose ademas en

mucha mas cantidad.

Tabla 2. Caracteristicas de los efluentes liquidos de sistemas de produccién de alpechin de dos (2F) y
tres fases (3F) (Hermoso et al., 1991)

Parametros Aguas de lavado 2F Alpechin 3F
Produccion (L/100 kg de aceituna) 25 120
Humedad % 99 90
Grasa % 0,04 0,45
Azlcares % - 2,8
Polifenoles (p.p.m) 2.500 10.000
DQO (p.p.m) 10.000 80.000

Entre la gran cantidad de polifenoles presentes en los sedimentos de alpechin destacan algunos como
son el 4cido p-cumarico, luteolina, oleuropeina, siendo mayoritarios el tirosol e hidroxitirosol (Cabrera et
al., 1997) los cuales son andlogos estructurales de la lignina (Figura 2), por lo que este ambiente se destaca
como una fuente potencial de obtencién de microorganismos con dicha actividad. Martinez-Gallardo et
al. (2020) utilizaron este ambiente para la obtencién de microorganismos con el objetivo de biorremediar
un suelo impactado por sedimentos de alpechin mediante técnicas como el compostaje o la
fitorremediacion, utilizando las cepas obtenidas para bioaumentar esas técnicas (Crawford y Rosenberg,
2013). Abd El-Aziz et al. (2015) también utilizaron este ambiente para aislar y seleccionar del alpechin
microorganismos con capacidad para degradar los compuestos fendlicos segun los parametros que mds
afectan a la capacidad biodegradativa de estos compuestos (pH, temperatura, concentracion de
compuestos y adaptacién microbiana), siendo los hongos los que mostraron mayor capacidad

degradativa.
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Figura 2: Estructura de los principales polifenoles del alpechin.
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Ademas de la seleccidn de la muestra, es importante el abordaje o estrategia mediante el cual se
pretenden obtener los microorganismos. Existen diferentes opciones que abarcan desde complejas

técnicas genéticas hasta técnicas cultivares convencionales.

Los métodos basados en técnicas cultivares utilizan sustratos inductores en medios de cultivo que
revelan la actividad enzimdtica diana mediante la aparicién de un halo translicido producido por la
degradacion de ese compuesto (Jurado et al., 2014). Estos medios identificadores de actividades

enzimaticas también pueden utilizar un reactivo especifico para cada actividad (Falcén et al., 1995)

Uno de los métodos no cultivares utilizados que se basa en metatranscriptémica es el EST (Expression
Sequence Tags). Este método busca purificar los mRNA contenidos en una muestra ambiental,
convertirlos a cDNA de doble cadena, secuenciarlo, clonarlo y compararlo (Joshi y Pathak, 2019). Esta
técnica presenta un problema que reside en la complejidad de analizar una enorme cantidad de clones
que contienen los numerosos fragmentos de ARN que puede contener una muestra. Por esta razdén este
método se encuentra obsoleto y en la actualidad, se aplica otro método para la obtencion de informacion
de la actividad expresada por una poblacidn en una muestra concreta y la busqueda de genes de interés.
Este método se basa en aislar el ARN, pasar a cDNA monocatenario, secuenciar y compararlo con una
biblioteca gendmica. La ventaja principal de este método frente al anterior reside en la eliminacién del
paso de clonacion, permitiendo una gran reproducibilidad y la obtencién de informacidn fiable cualitativa
y cuantitativa de expresidn génica, aunque para su realizacion son necesarias herramientas

bioinformaticas (Sedano et al., 2012).

2. Justificacion y objetivos

Tal y como se ha descrito en los apartados anteriores, aunque existe un gran avance en el elenco de
microorganismos actualmente disponibles para distintas aplicaciones biotecnoldgicas, ya sea para la
produccion de enzimas o con actividad descontaminante, la gran diversidad de usos y requerimientos
para estos microorganismos y sus productos hace necesario continuar con la busqueda de
microorganismos de interés biotecnoldgico. Se requieren microorganismos productores de nuevas
enzimas mas robustas capaces de actuar en un amplio abanico de aplicaciones y en unas condiciones cada
vez mas exigentes (Es et al., 2015). Ademas, dada la actual y reconocida preocupacién de la sociedad, ya
iniciada en los afios 60 (Carson, 1962), causada por la degradacidén y contaminacion ambiental a escala
mundial, y la aparicidn de nuevos agentes contaminantes, es preciso contar con un amplio arsenal de
capacidades que permitan afrontar los retos asociados mediante un enfoque amigable como es la

biorremediacion.

Para abordar el estudio se parte de la hipdtesis de que, para garantizar el éxito en la busqueda y

obtencion de microorganismos con las capacidades metabdlicas requeridas, es necesaria la correcta
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seleccion del ambiente o muestra a partir de la que se efectua el rastreo. Asi, se considera que existe
mayor probabilidad de éxito en entornos donde se encuentre el compuesto diana de las actividades

metabdlicas de interés.

El objetivo de este trabajo fue la busqueda y seleccion de microorganismos con potencial
biotecnoldgico y biorremediador, capaces producir enzimas de interés industrial y de degradar

compuestos recalcitrantes, y la identificacion del ambiente mas adecuado para efectuar dicha busqueda.
Para la consecucién de dicho objetivo principal, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Establecimiento de una coleccién de microorganismos aislados de diferentes ambientes.

2. Determinacion del ambiente mds idoneo para la busqueda de microorganismos con las
actividades deseadas.

3. Seleccién de microorganismos productores de enzimas de interés biotecnoldgico y validacion de
su actividad.

4. Seleccion de microorganismos de interés en biorremediacién y validacidn de su actividad.

5. ldentificacion de las cepas con mayor potencial

3. Material y métodos

Para abordar los objetivos previamente planteados, en este trabajo se obtuvo una coleccién de
microorganismos a partir de tres ambientes distintos (compost, suelo rizosférico de azufaifo y sedimentos
de alpechin) y se analizé su capacidad para producir un amplio abanico de enzimas con aplicacion en
sectores industrial, alimentario y ambiental (biorremediacidn). Una vez demostrada la actividad concreta
se cuantificd la produccion y se identificaron las cepas productoras. En este apartado se describen los
métodos empleados para la obtenciéon de la coleccion de microorganismos, el andlisis de sus capacidades
para la produccién de enzimas, la cuantificaciéon de dichas actividades y la identificacidn de las cepas.

Finalmente se describen los métodos y software empleados para el andlisis de datos.

3.1. Coleccidn de cepas: aislamiento y mantenimiento

Para el desarrollo del trabajo se emplearon colecciones de microorganismos aislados a partir de tres
ambientes: material sometido a compostaje, suelo rizosférico de azufaifo y sedimentos de alpechin. El

objetivo para cada muestra era conseguir 5 aislados bacterianos y 5 aislados fungicos para el estudio.

Las cepas de compostaje se escogieron entre una coleccion de cepas aisladas en un estudio previo a
partir de material vegetal sometido a compostaje en distintas fases del mismo (Jurado y col., 2014). Las
cepas procedentes de sedimentos de balsas de alpechin fueron seleccionadas a partir de una coleccién
aisladas en un trabajo previo (Martinez-Gallardo y col., 2020). En ambos casos se seleccionaron aquellas

cepas fungicas y bacterianas que, de acuerdo con los estudios indicados, demostraron un mayor dominio.
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Las cepas de suelo se aislaron en el contexto de este trabajo. Las muestras para aislamiento se
obtuvieron a partir de suelo rizosférico de un azufaifar (Ziziphus lotus) ubicado en los alrededores de la
playa Torregarcia (36°49’45.06”N, 2°17°15.89”W), en el extremo occidental del parque natural de a Cabo
de Gata-Nijar (Almeria) (Figura 3).

aALans

Figura 3. Distribucién de Ziziphus lotus en el parque natural Cabo de Gata-Nijar (Imagen de Google).

Para el aislamiento de los microorganismos a partir del suelo se realizé una suspension 1/10 de la
muestra, afiadiendo en condiciones estériles 5 g de suelo a 45 mL de solucion salina estéril (NaCl 0,9%,
p/v) en un frasco I1SO de 100 mL. La suspensién se mantuvo en agitacion durante 30 min a 90 rpm. A partir
de dicha suspensién se realizaron diluciones decimales seriadas hasta obtener la dilucién 10, mediante
transferencia de 1 mL en condiciones de esterilidad a tubos que contenian 9 mL de solucién salina. Cada
una de las diluciones (100 pL) se sembrd en placas Petri con APHA (para bacterias) o Rosa de Bengala
(para hongos) (Panreac) que se incubaron durante 3 y 5 dias para bacterias y hongos, respectivamente.
Los morfotipos coloniales mayoritarios de bacterias y hongos se aislaron hasta obtener cultivos puros de
cinco representantes de cada grupo. Los cultivos puros se preservaron conservados a 4 °C en placas y
tubos inclinados de APHA o PDA (Panreac) para bacterias y hongos, respectivamente. Para el

mantenimiento a largo plazo, se criogenizaron a -80 °C en crioviales (Deltalab ®©).

En total se contd con una coleccién de 30 cepas, constituida por 5 bacterias y 5 hongos para cada tipo

de muestra origen (compost, suelo azufaifo, sedimentos alpechin) (Tabla 3).
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Tabla 3. Coleccion de cepas empleadas en el estudio: origen, grupo y cédigos.

Muestra Grupo microbiano
Hongo HSA 21
Hongo HSA 2
Hongo HSA 6
Hongo HSA 16
a Hongo HSA 10
SEDIMENTOS DE ALPECHIN Actinobacteria ASA 3
Actinobacteria ASA 4
Bacteria BSA 23
Bacteria BSA 14
Bacteria BSA 18
Hongo HC 4424
Hongo HC 4839
Hongo HC 4993
Hongo HC 4995
Hongo HC 4521
COMPOST Bacteria BC 2815
Bacteria BC 1983
Bacteria BC 1958
Bacteria BC 2155
Bacteria BC 2867
Hongo HAZ 1
Hongo HAZ 2
Hongo HAZ 3
Hongo HAZ 4
, Hongo HAZ 5
SUELO RIZOSFERICO Bacteria BAZ 1
Bacteria BAZ2
Bacteria BAZ3
Bacteria BAZ 4
Bacteria BAZ 6

3.2 Analisis de la expresion de actividades enzimaticas

La coleccién de microorganismos fue sometida a distintas pruebas para determinar la presencia de las
siguientes actividades enzimaticas que tienen interés biotecnoldgico en general, y algunas de ellas, utiles
especificamente para biorremediacion:

e Proteasa

e Amilasa
e  Pectinasa
e Celulasa
e Xilanasa
e Lipasa

e Polifenoloxidasa
e Ligninasay actividades relacionadas (lacasa, peroxidasa y tirosinasa)

Todas las pruebas se realizaron en placa Petri con medios de cultivo diferentes dependiendo de la
actividad a evaluar. Los medios se sembraron en el caso de los hongos con un plug recogido con

sacabocados (1 cm) de un cultivo del hongo en PDA incubado durante 5 dias, y en el caso de las bacterias,
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con asa o hilo de siembra tomado de una colonia de cultivo fresco (<48h) de la bacteria en APHA. Las
placas se incubaron a 30 °C durante 24 — 48 h las bacterias y 3-5 dias los hongos, tras lo cual se procedio
a realizar la lectura correspondiente para determinar la presencia de la actividad. A continuacién, se
especifica para cada actividad el medio de cultivo empleado y la lectura.

La actividad proteasa se determind de acuerdo con el método propuesto por Geok et al. (2003)
empleando el medio de cultivo indicado en la Tabla 4 que contiene leche descremada como fuente de proteina
(caseina). Tras el periodo de incubacidn, las colonias con actividad proteolitica presentaron alrededor halos de

aclaramiento del medio originalmente turbio, indicando hidrdlisis de la caseina (Figura 4).

Tabla 4. Composicion del medio de cultivo sélido para la deteccion de actividad proteolitica.

Componente g/L
Peptona 5
Extracto de malta 3
Extracto de levadura 3
Leche descremada 10
Agar bacterioldgico 20

Figura 4. Lectura de la prueba de actividad proteolitica (halo de aclaramiento del medio turbio)

La actividad amilasa se determiné de acuerdo con el método propuesto por Hankin y Anagnostakis
(1975) empleando el medio de cultivo indicado en la Tabla 5 que contiene almiddn. Tras el periodo de
incubacidn, se incorporo una solucién de lugol (12 al 1% mezclado con Kl al 2% en agua) a toda la superficie
de la placa y tras contacto durante 1 min se realizd la lectura. El lugol tifie de azul el almiddn, las colonias

gue presentaron actividad amilolitica mostraron un halo no tefiido alrededor (Figura 5).

Tabla 5. Composicion del medio de cultivo sélido para la deteccion de actividad amilolitica.

Componente g/L
Peptona 5
Extracto de carne
Cloruro sédico 5
Almiddn 10
Agar 20
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Figura 5. Lectura de la prueba de actividad amilolitica (halo no tefiido de azul).

La actividad lipasa se determiné de acuerdo con el método propuesto por Carrasco et al., (2012)
empleando el medio de cultivo indicado en la Tabla 6 que contiene tributirina (Sigma) como fuente
lipidica. Tras el periodo de incubacién, las colonias que presentaron actividad lipolitica presentaron
alrededor halos de aclaramiento del medio originalmente turbio, indicando hidrélisis de la tributirina

(Figura 6).

Tabla 6. Composicion del medio de cultivo sélido para la deteccidn de actividad lipolitica.

Componente 748
Peptona 5
Extracto de levadura 3
Tributirina 10
Agar bacterioldgico 20

Figura 6. Lectura de la prueba de actividad lipolitica (halo de aclaramiento).

La actividad pectinasa se determind de acuerdo con el método propuesto por McKay (1988)
empleando el medio de cultivo indicado en la Tabla 7 que contiene acido poligalacturdnico (Sigma) como
sustrato pectidico. Tras el periodo de incubacidn, las colonias que presentaron actividad pectinolitica
presentaron alrededor halos de aclaramiento del medio originalmente turbio, indicando hidrdlisis de la

pectina modelo, acido poligalacturdnico (Figura 7).
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Tabla 7. Composicion del medio de cultivo sélido para la deteccion de actividad pectinolitica.

Componente g/L
Acido poligalacturénico 10
Extracto de levadura 5
Triptona 10
Cloruro sédico 10
Agar 20
‘ '

Figura 7. Lectura de la prueba de actividad pectinolitica (halo de aclaramiento)

La actividad celulasa se determind de acuerdo con el método propuesto por Falcon et al. (1995)
empleando el medio de cultivo indicado en la Tabla 8 que contiene carboximetilcelulosa (Sigma) como
sustrato analogo a la celulosa junto con el colorante anilina blue black (Sigma) que facilita la lectura. Tras
el periodo de incubacion, las colonias con actividad celulolitica presentaron alrededor halos de

aclaramiento del medio originalmente azul, indicando hidrdlisis de la celulosa (Figura 8).

Tabla 8. Composicion del medio de cultivo sélido para la deteccidn de actividad celulolitica.

Componente g/L

Carboximetil celulosa 5
Medio minimo de sales*, volumen de cada sal 100 mL
Anilina Blue Black 0,05
Agar 20
Agua destilada 700 mL

*Medio minimo de sales (Janshekar et al., 1982)

Solucién A: ‘ Cantidad ‘ Solucidn B: Cantidad Solucién C: Cantidad
K2HPOa4 16g NaCl 2,5¢g (NH4)2S04 12,5¢g
KH2PO4 5g MgS047-H20 58¢g (NH4)NO3 10g

Agua
Destilada 1000 mL CaCl22:H20 0,13 g FeClz 6-H20 0,025 g
C.S.p.
Agua Destilada 1000 mL Agua Destilada 1000 mL
c.s.p. c.s.p.

c.s.p. Cantidad suficiente para
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Figura 8. Lectura de la prueba de actividad celulolitica (halo de aclaramiento)

La actividad xilanasa se determind de acuerdo con el método propuesto por He et al. (1993)
empleando el medio de cultivo indicado en la Tabla 9 que contiene xilano (Sigma) como sustrato. Tras el
periodo de incubacion, las colonias con actividad xilanolitica presentaron alrededor halos de aclaramiento
del medio originalmente turbio, indicando hidrdlisis del xilano, principal componente de la hemicelulosa

(Figura 9).

Tabla 9. Composicion del medio de cultivo sélido para la deteccidn de actividad xilanolitica.

Componente g/L
Xilano 5
Medio minimo de sales*, volumen de cada sal 100 mL
Agar 20
Agua destilada 700 mL

* Medio minimo de sales (ver Tabla 7)

Figura 9. Lectura de la prueba de actividad xilanolitica (halo de aclaramiento)

La actividad polifenoloxidasa se determiné de acuerdo con el método propuesto por (Lopez et al.,
2006) empleando el medio de cultivo indicado en la Tabla 10 que contiene acido tanico (Sigma) como
polifenol modelo. Tras el periodo de incubacién, las colonias con actividad polifenoloxidasa presentaron

alrededor coloracion marrdn debido a la oxidacidon del acido tanico provocada por la enzima (Figura 10).
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Tabla 10. Composicién del medio de cultivo sélido para la deteccidn de actividad polifenoloxidasa.

m

APHA (bacterias) PDA (hongos) Segun instrucciones
Acido tanico 5
Agar 5

Figura 10. Lectura de la prueba de actividad polifenoloxidasa (coloracién marrén alrededor)

La actividad ligninasa se determiné de acuerdo con el método propuesto por Sundman y Nase (1972),
también conocido como Test de Sundman. Para ello se empled el medio de cultivo indicado en la Tabla
11 que contiene lignina (Sigma). La incubacion fue prolongada hasta la obtencién de colonias visibles y se
adiciond hasta cubrir la superficie del medio de cultivo una mezcla a partes iguales de una solucién acuosa
de FeCl3-6H20 (1%, p/v) y K3[Fe(CN)s] (1%, p/v). Tras 5-10 minutos, este reactivo tifie el medio de verde
debido a la presencia de acidos fendlicos presentes en la lignina que compone el medio. Las colonias con

actividad ligninolitica presentan un halo de aclaramiento (Figura 11).

Tabla 11. Composicién del medio de cultivo sélido para la deteccidon de actividad ligninolitica.

o/

Lignina 1
Medio minimo de sales, volumen de cada sal 100 mL
Agar 20
Agua destilada 700 mL

* Medio minimo de sales (ver Tabla 7)

Figura 11. Lectura de la prueba de actividad ligninasa-Sundman (aclaramiento)
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Se analizaron las siguientes actividades relacionadas con el metabolismo de la lignina: lacasa,
peroxidasa y tirosinasa. Para ello se empled el método propuesto por Rayner y Boddy (1988). Estas
pruebas se realizaron sembrando los microorganismos en APHA (bacterias) o PDA (hongos) y tras su
incubacidn, sobre las colonias crecidas se incorporaron unas gotas de los reactivos indicados en la Tabla
12, especificos para la deteccidn de cada actividad. La interpretacién de las lecturas y el tiempo necesario
para efectuarlas, aparecen detallados en la Tabla 12. En la Figura 12 se muestra un ejemplo de revelado

de estas pruebas.

Tabla 12. Reactivo y lectura de actividades Lacasa, Tirosinasa y Peroxidasa.

LECTURA
ACTIVIDAD REACTIVO
Tiempo Colonia +
LACASA 1 1,44 g de a-naftol/100 ml de etanol (96%) 4-24 horas Purpura
LACASA 2 1,24 g de guaiacol/100 ml de etanol (96%) 4-24 horas Purpura
TIROSINASA | 1,08 g de p-cresol/100 ml de etanol (96%) 4-48 horas Rosaceo,
anaranjado

Mezcla extemporanea (1:1) de solucion
acuosa de pirogalol al 1% (p/v) con solucién

PEROXIDASA de perdxido de hidrégeno de 10 v al 13,3% 4-24 horas Marron
(v/v)
tasel Prg. y Wl g o
\:v‘*y 2 : il %
7
/ 5 , s

(

@ & é;{ v,

Figura 12. Lectura de las pruebas de actividades lacasa 1 (arriba izquierda), lacasa 2 (arriba derecha)
peroxidasa (abajo izquierda) y tirosinasa (abajo derecha).
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3.3. Cuantificacion de la produccion de enzimas

Las cepas de interés para la cuantificacion enzimdtica se cultivaron en medios liquidos en los que se
estimulé la produccion de la enzima deseada. A partir de estos medios se obtuvieron los denominados
extractos enzimaticos mediante centrifugacion, que se emplearon para medir la actividad enzimatica
mediante el desarrollo de la reaccién con sustrato especifico y finalmente medida de los productos de
reaccion. De modo que todos los protocolos incluyeron tres fases, produccion y obtencidn de extractos
enzimaticos, desarrollo de la reaccidon enzimatica y determinacion de los productos de reaccidn, los cuales

se describen a continuacion.

Para la fase de produccién, se prepararon primero preindculos. En el caso de los hongos, los preindculos
fueron cultivos en placas de PDA incubados durante 5 dias a 30 °C. Para las bacterias se obtuvieron cultivos
liqguidos en matraces de 250 mL que contenian 25 mL Caldo Nutritivo (CN) incubados de 18 a 24 h a 30 °C.
Se prepararon 20 mL de medios de cultivo especificos para cada enzima segun la fuente carbonada
inductora empleada (Tabla 13). Estos medios se inocularon con 1 mL de preinéculo bacteriano o con un
plug de 1 cm?@ obtenido con sacabocados del preinéculo flngico. Los cultivos se incubaron a 30 °C

durante 7 dias en agitacion (100 rpm) para bacterias y en estatico para hongos.

Tabla 13. Componentes de los medios de cultivo liquido para produccién enzimatica.

Componente g/L
Xilano, Carboximetilcelulosa, Almiddn, Peptona o Tributirina* 5
Extracto de levadura 1
Medio minimo de sales, volumen de cada sal** 100 mL

*Los distintos sustratos son utilizados como Unica fuente de carbono segun el extracto enzimatico deseado: Xilano
para xilanasa, Carboximetilcelulosa para celulasa, Almidon para amilasa, peptona para proteasa, Tributirina para
lipasa.

**Medio minimo de sales de Janshekar (ver Tabla 7).

Los extractos enzimaticos se obtuvieron a partir de los cultivos mediante retirada de la biomasa
celular tras centrifugar a 10.000 rpm / 4 °C / 10 minutos. El sobrenadante (1mL) se recogié y almacend en
tubos Falcon de 15 mL para la medida de la actividad enzimatica y proteinas. Estas ultimas se

determinaron mediante el método de Bradford modificado por Kruger, (2009).

La fase de reaccién enzimatica se llevd a cabo empleando distintos sustratos y tampones dependiendo
de la enzima a cuantificar (Tabla 14). En todos los casos la reaccion se llevé a cabo en eppendorf de 2 mL
en los que se incorporaron 250 pl del sustrato diana en el tampdn correspondiente y 250 uL del extracto
enzimatico problema producido por la cepa en estudio. Ademas, para cada extracto se incorpord un
control con el extracto enzimatico con la enzima inactivada que se empled para hacer el calculo de
producto liberado exclusivamente por la accién de la enzima y no presente en el propio extracto
enzimatico. Las mezclas de reaccidn se incubaron a 80 rpm en las condiciones especificas para cada
enzima (Tabla 14) y, transcurrido el tiempo correspondiente, se pard la reaccidn introduciendo los

eppendorf en hielo.
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Tabla 14. Sustratos y condiciones para el desarrollo de las reacciones enzimaticas.

Enzima ‘ Sustrato Condiciones de reaccion
Amilasa Solucién de almiddn al 1% en tampdn fosfato 0,5M (pH 5,5) 37°C—-1h
Celulasa Solucién de caboximetil celulosa sddica al 1% en tampodn 40°C-2h

acetato sédico 50 mM (pH 5,5)
. Solucién de xilano al 1% en tampdn de citrato-fosfato 40°C-1h
Xilanasa
50mM (pH 6,5)
Pectinasa Solucién de acido poligalacturdnico al 0.1% en tampodn 37 °C—-30 min
acetato sédico 50 mM (pH 5,5)
Lipasa Solucién p-nitrofenil-laurato 10mM en heptano 37°C-2h
Solucién caseinato sddico (0,65%, p/v) en tampdn fosfato 37 °C-30min
Proteasa -
sodico pH 7,5

Para cuantificar los productos de reaccion de amilasa, xilanasa, pectinasa y celulasa se empleé el
protocolo descrito por Miller et al. (1959) mediante incorporacion de DNS, calentamiento a 100 °C
durante 5 min, que da lugar al desarrollo de color marrén en presencia de los grupos reductores de los
azucares o el 4cido urdnico correspondientes (glucosa para amilasa y celulasa, xilosa para xilanasa y acido
galacturdnico para petinasa) que se midié a 550 nm. Para la lipasa se cuantificé el P-nitrofenol liberado
que desarrolla color amarillo en presencia de NaOH 0,1M y se midié a 400 nm (Farnet et al., 2010). Para
la proteasa se midieron los aminoacidos liberados segun el protocolo descrito por Geok et al. (2003)
empleando el reactivo Folin Ciocalteau 0,5N en presencia de carbonato sddico 0,5M y tras 30 min se midié
el color azul a 660nm. Todas las medidas se realizaron en espectrofotémetro de microplacas EON Biotek
y se obtuvo la concentracién de producto correspondiente mediante el software Gen5 empleando rectas
patron especificas para cada producto de reaccion cuantificado. Para calcular la actividad enzimatica (AE)
se utilizo la siguiente formula:

Cf —Ci)xVr
Donde:

AE: Actividad enzimatica (ug/mL min)
Cf: Cantidad final de producto (pg/mL)
Ci: Cantidad inicial de producto (ug/mL)
VEE: volumen del extracto enzimatico (mL)
T: tiempo de reaccion (min)
Adicionalmente se determind la Actividad Enzimatica por peso de proteinas o actividad especifica

(AEp=pg/pg prot min) dividiendo AE por la concentracién de proteinas del extracto enzimatico

3.4. Cuantificacion de la actividad degradativa de compuestos recalcitrantes

Como modelo de molécula recalcitrante para determinar la eficacia degradativa de las cepas se
empled un polifenol, el tirosol. Para cuantificar la capacidad de degradacion de este compuesto, cada uno

de los aislados fue sembrado en un medio de cultivo con tirosol al 0,05 % (p/v) en medio minimo de sales
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(Tabla 7) como Unica fuente de carbono y energia v, tras el periodo de incubacidn, se determind la
concentracion remanente de tirosol.

El ensayo se realizd en microplacas estériles de 48 pocillos (Thermo Scientific) (Figura 13) con 500 pL
de medio TIR que se inoculd con asa de platino con 2-3 colonias o con un plug cortado con un sacabocados

de 4 mm de didmetro. Las microplacas se incubaron a 30 °C durante 7 dias.

Figura 13. Cultivo de las cepas en microplacas con medio con tirosol.

Pasado el tiempo de incubacion, se cuantificd la concentracion de tirosol mediante el empleo del
reactivo Folin-Ciocalteu de acuerdo con el protocolo Sdnchez-Rangel et al. (2013) modificado. Para ello,
se recogieron 300 plL de cada pocillo que fueron transferidos a un eppendorf en el que se incorporaron
180 plL de H202, la mezcla se agitd vigorosamente con vortex. Este paso permite eliminar azucares
reductores y otras sustancias que interfieren en la medida de polifenoles con el reactivo Folin-Ciocalteau
(Singleton et al., 1999). A continuacidn, se recogieron 255 UL evitando recoger precipitado, que fueron
transferidos a una microplaca de 96 pocillos (Fisher Scientific), a los que se incorporé 15 uL de reactivo
Folin-Ciocalteu (Sigma) y 30 uL de Na2COs 1N. La reaccion del Folin-Ciocalteu con el tirosol en medio
alcalino da lugar a la generacidn de color azul tras mantener 1h en oscuridad. Se midié la absorbancia en
un espectrofotémetro de microplacas EON (Biotek, USA) a 765 nm, obteniéndose la concentracidn de
tirosol mediante comparacion con una curva patrén de tirosol con un rango de 0 a 500 pg/mL. Los
resultados de este ensayo se expresaron como porcentaje de degradacion del tirosol (% Degr. Tirosol), de

acuerdo con la siguiente férmula:

. [Tirosol inicial] — [Tirosol final]
% Degr.Tirosol = - —— x 100
[Tirosol inicial]

Donde:
- [Tirosol inicial]: Concentracidn de tirosol en el medio de cultivo.

- [Tirosol final]: Concentracién de tirosol tras 7 dias de incubacidn.
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3.5. Identificacion de cepas

Para la identificacion molecular de las cepas se empled el protocolo establecido por Jurado et al. (2014).
Para la extraccion del ADN bacteriano, la biomasa celular procedente de un cultivo fresco en placa de cada
bacteria (24h) fue suspendida en 500 pL de agua destilada estéril contenida en eppendorf de 1 mL. Para
favorecer la rotura de la pared celular y la salida del ADN de la célula, se aplico un choque térmico. Para ello, la
suspension celular se sometié a 97 °C durante 5 min en un bloque térmico SBH130D (Stuart), seguido de
inmersion en hielo durante 5 min. El ADN fungico fue extraido mediante el kit PlantDNAzol® Reagent
(Invitrogen) segun las normas del fabricante. En ambos casos, para verificar la presencia de ADN y su
concentracidn se utilizé QubitTM Assays fluorometer (Invitrogen). Se prepararon 2 estandares para calibracion
con 0y 10 ng/uL de ADN y las muestras problema, consistentes en 198 L de agua destilada estéril + 2 uL de
ADN problema en eppendorfs especificos (BioSpectrometer® fluorescence).

Las muestras de ADN extraidas fueron amplificadas por PCR. En el caso de los hongos se amplificd la regidn
5.8-ITS empleando los cebadores universales ITS1/ITS4. Para las bacterias se amplificé el gen 16S ARNr mediante
los cebadores universales 27F/907R. La mezcla de la reaccién para la amplificacién contenia aprox 2 ulL de la
muestra problema que se ajusté dependiendo de la concentracion de ADN (25 y 30 ng/ulL para una correcta
amplificacion), 10uL de mix PCR BioMix Red (Bioline), 0,4 uL de cada cebador y agua estéril hasta 20 L. La
amplificacion se realizé en un termociclador MyCycler (Bioraid, California, EE.UU) en las condiciones especificadas
en las Tablas 15 y 16. Tras la amplificacion, la longitud de los fragmentos obtenidos se verificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa (1%) (Sigma-Aldrich) adicionado de 0,002% de GelRed (Biotium, Hayward, EEUU)
que permite la visualizacién de las bandas con luz ultravioleta en transiluminador y comparados con marcador

DNA ladder (50-10.000pb DirectLoad TM Wide Range DNA Marker, Sigma-Aldrich, EEUU).

Tabla 15. Cebadores y programa de amplificacién de la regidn 5.8-ITS para hongos

Cebadores para la amplificacion de la region 5.8-ITS

ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTCATATGC-3’
Programa de identificacion Temperatura y tiempo Numero de ciclos

Desnaturalizacion inicial 95 °C—10 min
Desnaturalizacion 94 °C— 1 min

Anillamiento 51 °C— 1 min 35
Elongacidn 72 °C-3 min
Elongacion final 72 °C— 10 min

Tabla 16. Cebadores y programa de amplificacién del gen 16 ARNr de bacterias
Cebadores para la amplificacion de la region 27F/907R

27F 5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’
907R 5’- CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’
Programa de identificacion Temperatura y tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C—-2 min
Desnaturalizacion 94 °C- 1 min
Anillamiento 55 °C— 1 min 35
Elongacion 72 °C—-1'5min
Elongaciodn final 72 °C- 10 min
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Los productos de PCR fueron purificados mediante el kit comercial Megaquick-spin™ plus (Intron
Biotechnology) segun las instrucciones del fabricante. La secuenciacién fue llevada a cabo por los Servicios
Centrales de Investigacion de la Universidad de Almeria y fueron analizadas por una bateria de programas

informaticos: Sequence scanner v1.0 (disponible en www.appliedbiosystems.com) para visualizar y copiar

las secuencias Forward y Reverse; Reverse complement (disponible en www.bioinformatics.org) para

obtener el reverso complementario del fragmento antisentido;ClustalX v2.0.11 (disponible en
www.clustal.org) con el objetivo de alinear la secuencia Forward y el reverso complementario; Mega 5.05

(www.megasoftware.net) para editar las secuencias alineadas y construir el fragmento completo y la base

de datos enline del National Center  for Biotechnology Information (NCBI)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparar los fragmentos obtenidos con secuencias

depositadas en la base de datos.

3.6. Anadlisis de datos

El andlisis estadistico descriptivo de los datos y la elaboracion de la mayoria de las representaciones
graficas se llevé a cabo empleando mediante el programa Microsoft Office Excel 2010 para Windows.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los datos se representan como la media y la desviacion
estandar de los mismos. Los datos fueron normalizados mediante transformacion arcoseno para aplicar
analisis estadisticos paramétricos. Para el analisis comparativo de la actividad biodegradativa entre cepas
y su seleccion de acuerdo con ellas se aplicé un Anélisis de la Varianza (ANOVA) y posterior comparacion
de rangos multiple empleando el estadistico LSD de Fisher (Fisher's least significant difference). Para
aplicar este analisis, los datos de porcentaje de degradacion fueron transformados en arcoseno para
aplicar analisis estadisticos paramétricos. Estos analisis fueron efectuados empleando el programa

Statgraphics Centuridon 18 (version 18.1.13-64 bits).

4. Resultados y discusion

En este trabajo se ha abordado la busqueda y seleccion de microorganismos que produzcan enzimas
con numerosas aplicaciones y que desarrollen actividades metabdlicas de utilidad en procesos de
biorremediacion. A continuacion, se describen y discuten los resultados obtenidos en los distintos
experimentos realizados. En el primer lugar se relaciona la presencia de las actividades enzimaticas de
interés con la muestra origen a partir de la que fueron aislados los microorganismos objeto de analisis.
Seguidamente se realiza una seleccidn de las cepas microbianas de acuerdo a su potencial utilidad y se
aportan los resultados de la identificacién molecular de las mismas. Finalmente, los dos Ultimos apartados
se centran en un estudio detallado de las capacidades destacadas de las cepas para su potencial aplicacion
como herramienta biotecnoldgica para la produccion de enzimas o como agentes Utiles para

biorremediacion.
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4.1. Comparacion de las actividades de la coleccidon segun entorno de origen

La coleccion de microorganismos a partir de la que se efectud la bisqueda de las cepas de interés
procedia de tres ambientes diferentes: suelo rizosférico, material sometido a compostaje y sedimentos
de alpechin. Diversos estudios han demostrado que las condiciones prevalentes en un determinado
ambiente influyen en la diversidad y funcionalidad de la microbiota (Chen et al., 2019; Thakur et al., 2019).
Por esta razon se espera que ciertas actividades microbianas estén mas representadas en unas muestras
que en otras. De hecho, la seleccidn de una muestra adecuada es prerrequisito para una busqueda exitosa
de una actividad microbiana concreta.

En la Figura 15 se muestra el porcentaje de cepas de cada coleccidn, segin muestra de aislamiento,
que expresaron actividades enzimaticas relacionadas con la degradacion de polimeros y que fueron
seleccionadas por su interés biotecnoldgico. Estas actividades se agruparon en cuatro clases: lipasas,
proteasas, carbohidrasas (amilasas, celulasa, xilanasa y pectinasa) y ligninasas. Todas las actividades
enzimdticas analizadas estuvieron presentes en las cepas procedentes de compost y sedimentos de
alpechin, mientras que la actividad lipasa no se detectd en las cepas de suelo. La actividad mayoritaria en
todos los casos fue la proteolitica. En concreto, el 90% de las cepas de compost, el 70% de las cepas de
sedimentos de alpechin y el 50% de cepas de suelo mostraron actividad proteasa. Las carbohidrasas
estuvieron presentes en alrededor del 40% de las cepas de los tres origenes y la actividad ligninolitica fue
mayoritaria en cepas de sedimentos de alpechin. El 50% de las cepas procedentes de dicha muestra
presentaron actividad ligninasa frente al 30% de las cepas de las otras dos muestras. Este hecho no resulta
sorprendente dada la riqueza de la muestra origen en polifenoles, tal y como se discute con posterioridad.
Por el contrario, fue sorprendente detectar mayor nimero de microorganismos con actividad lipasa en
cepas de compost (40%) que en cepas de sedimentos de alpechin (20%), un entorno, este ultimo bastante
hidrofébico y en el que se esperaba una mayor presencia de cepas lipoliticas. En general, las cepas
procedentes de suelo fueron las que exhibieron menor nimero de actividades, mientras que las de
compost destacaron por presentar un amplio abanico de actividades. Estos resultados muestran que las
pilas de compostaje constituyen una excelente fuente de microorganismos con interés biotecnoldgico.
Esto puede explicarse por la gran variedad de sustratos y constantes cambios que se producen durante el
proceso de compostaje, que promocionan la proliferacion de microorganismos con una amplia diversidad
metabdlica necesaria para degradar materia organica (Moreno y Moral, 2008). Entre las actividades
dominantes durante el compostaje destacan las que permiten la degradacién de la lignocelulosa, que
implican la intervenciéon de carbohidrasas (celulasas y xilanasas) y ligninasas, ambas ampliamente

representadas en la coleccién de aislados de muestras de compost.
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Figura 15. Comparacion de la presencia de actividades enzimaticas en cepas aisladas a partir de
compost, sedimentos de alpechin y rizosfera de azufaifo. Se muestra el porcentaje de cepas de cada
coleccién que presentaron las actividades correspondientes.

La Figura 16 muestra el porcentaje de microorganismos de cada ambiente que expresaron actividades
enzimaticas del grupo ligninasas. La presencia de esta actividad esta relaciona con la capacidad para
degradar compuestos altamente recalcitrantes y, por consiguiente, con aplicacidon en biorremediacion.
Entre otras, se asocian con la degradacién de compuestos fendlicos. Destacaron las cepas aisladas a partir
de sedimentos de alpechin, dado que el 100% de estas cepas presentaron actividad peroxidasa y
exclusivamente las cepas procedentes de este ambiente expresaron actividad ligninasa segun el test de
Sundman (40%). Estos resultados concuerdan con las caracteristicas de la muestra origen. El alpechin
presenta compuestos analogos estructuralmente a la lignina en su composicidn, tales como taninos y
distintos polifenoles como tirosol, acido p-cumarico, luteolina, oleuropeina e hidroxitirosol (Cabrera et al.,
1997). Estos compuestos, por su caracter antimicrobiano, ejercen una presion selectiva en las
comunidades microbianas capaces de proliferar en sedimentos de alpechin (Martinez-Gallardo y col.,
2020), por lo que es logico que las especies estudiadas en este ambiente tengan una mayor capacidad
para degradar dichos compuestos recalcitrantes y por ende un mayor potencial como agentes con

aplicacién en biorremediacion.

Pagina | 29



Microorganismos con potencial biotecnoldgico —J. Salinas 2020

100 . .
Sedimentos de alpechin
90
Compost
80

Rizosfera azufaifo
70
60
50
40
30

20

Cepas con actividad (%)

10

POL LIG PO LAC1 LAC2 TIR

Actividades enzimaticas

Figura 16. Comparacion de la presencia de actividades enzimaticas de interés para biorremediacién en
cepas aisladas a partir de compost, sedimentos de alpechin y rizosfera de azufaifo. Se muestra el
porcentaje de cepas de cada coleccion que presentaron las actividades correspondientes. POL:
Polifenoloxidasa; LIG: Ligninasa; PO: Peroxidasa; LAC1 y LAC2: Lacasa 1; TIR: Tirosinasa.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el compost parece el entorno mas adecuado para la
busqueda de microorganismos con actividades enzimaticas que se han catalogado en este trabajo como
de interés biotecnoldgico, mientras que los sedimentos de alpechin constituyen un ambiente idéneo para
obtener microorganismos de interés en biorremediacién por la presencia de actividad ligninolitica. El
suelo rizosférico de azufaifo, por el contrario, alberga menos microorganismos con actividades
degradadoras de polimeros orgdnicos, lo que podria estar relacionado con una actividad degradadora de

la materia organica compleja menos intensa debido a un menor acceso de detritus en dicho entorno.

4.2.Seleccion e identificacion de cepas en funcién de sus capacidades enzimaticas

El analisis de las actividades enzimaticas exhibidas por la coleccidon de cepas en estudio permitié
seleccionar cepas de acuerdo al perfil enzimatico. Las cepas que expresaron al menos dos actividades
enzimaticas preferentemente dentro del grupo de carbohidrasas, lipasas y proteasas se catalogaron como
de interés biotecnolégico, mientras que las cepas con amplio rango de actividades relacionadas con la
degradacion de la lignina fueron seleccionadas como cepas de interés en biorremediacion. Cuando se
cumplieron ambos criterios, las cepas se incluyeron en los dos grupos. En la Tabla 17 se muestran las cepas
que se seleccionaron para cada tipo, asi como los resultados de su identificacion y su perfil enzimatico. Se
seleccionaron un total de 12 cepas de interés biotecnolégico (5 bacterias, 5 hongos y 2 actinomicetos), 6
de interés en biorremediacion (1 bacteria y 5 hongos) y 2 cepas (1 bacteria y 1 actinomiceto) mostraron
actividades con potencial aplicacion en ambos. Todas las cepas procedieron de la coleccion de aislados de
sedimentos de alpechin o compost, ya que ninguna cepa aislada de suelo rizosférico cumplié con los

requisitos establecidos.

Pagina | 30



Tabla 17. Identificacidn de cepas seleccionadas por actividades enzimaticas e interés biotecnolégico y en biorremediacion

Microorganismos con potencial biotecnoldgico —J. Salinas 2020

Especie Codlgo*de Grupo N2 de acceso Pares de Pc.)rc.e.ntaje de Actividades enzimaticas** Seleccion***
cepa bases similitud (%)
Bacillus smithii BC 1958 Bacteria EU652724.1 1348 99 PR, AMI, PO
Bacillus licheniformis BC 2867 Bacteria HM753634.1 1389 99 PR, AMI, PO
Cladosporium lignicola HC 4424 Hongo GU721592.1 597 99 PR, AMI, POL
Hongo no cultivado HC 4839 Hongo FN397262.1 599 99 PR, AMI, LI, PEC, XI, POL, PO, LAC1
Fusarium delphinoides HC 4993 Hongo EU926231.1 602 99 PR, LI, PEC, XI, POL, TIR
Fusarium delphinoides HC 4995 Hongo EU926231.1 602 100 PR, LI, PEC, XI, POL, TIR o
Streptomyces koyangensis ASA 3 Actinobacteria | CP031742.1 864 100 PR, AMI, PEC, XIL, LI, PO
Streptomyces koyangensis ASA 4 Actinobacteria | KM678242.1 869 99 PR, AMI, PO
Lysinibacillus fusiformis BSA 14 Bacteria MT065791.1 850 100 PR, LI, PO
Bacillus flexus BSA 18 Bacteria LC512760.1 866 100 PR, LI, POL, LI, PO
Erwinia billingiae BSA 23 Bacteria MK072688.1 1380 100 PR, PO
Aspergillus ochraceus HSA 21 Hongo KT803068.1 581 100 AMI, PEC, XIL, CEL, POL, PO, TIR
Bacillus altitudinis BC 1983 Bacteria KC441789.1 1373 100 PR, PO, LAC1
Aspergillus protuberus HSA 6 Hongo KX894661.1 603 100 PR, AMI, XIL, POL, POL, LAC1, LAC2, TIR
Pleurostoma richardsiae HSA 10 Hongo MG966406.1 380 100 PR, AMI, LI, XIL, POL, PO, LAC1, LAC2, TIR o
Scedosporium apiospermum HSA 16 Hongo KP132631.1 593 100 PEC, XIL, POL, PO, LAC1, LAC2, TIR
Cosmospora viridescens HSA 21 Hongo MF782760.1 - 100 PEC, POL, LI, PO, TIR
Pyrenochaeta unguis-hominis | HC 4521 Hongo KC785563.1 588 98 LI, CEL, POL, LAC1, LAC2, TIR
Bacillus subtilis BC 2155 Bacteria JX042467.1 1494 99 PR, AMI, PEC, PO, LAC1 BTy BR
Streptomyces albus AC 2815 | Actinobacteria | JN400097.1 1439 99 PR, PEC, PO, LAC1

*Cddigos de cepas segun Tabla 3. BC-bacteria de compost; HC-hongo de compost; AC-actinomiceto de compost; ASA-actinomiceto de sedimentos de alpechin; BSA-bacteria de sedimentos de

alpechin; HSA-hongo de sedimentos de alpechin
** PR: proteasa; AMI: amilasa; PO: Lignina peroxidasa ; POL: Polifenol oxidasa; LI: lipasa; PEC: Pectinasa; XI: Xilanasa; LAC1: Lacasa; LAC2: Lacasa ; TIR: Tirosinasa; CEL: Celulasa
*** BT: cepas de interés biotecnoldgico; BR: cepas de interés para biorremediacién
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Entre las cepas seleccionadas destacaron por su amplio perfil enzimatico la bacteria Bacillus subtilis
BC 2155, el actinomiceto Streptomyces albus AC 2815 y el hongo Fusarium delphinoides HC 4993. El
género Bacillus ha sido empleado histéricamente para la produccién de proteasas, aunque muchas cepas
presentan un rendimiento limitado. Pastor et al., (2001) optimizaron la producciéon de esta enzima
utilizando altas concentraciones de harina de semillas de amaranto en el medio de cultivo como inductor,
y variando parametros como la aireacidn, obteniendo unos incrementos en la produccién de enzima de
hasta el 400% respecto del medio de cultivo de referencia. Otros trabajos también han confirmado la
produccion de pectinasas por Fusarium delphinoides. Asi, Gomez et al. (2005) que pusieron de manifiesto
que el género Fusarium es un gran productor de pectinasas reportando la presencia de pectatoliasas y
endopoligalacturonasas. Asi mismo, Mitola et al., (2001) demostraron que hongos del género Fusarium
aislados de un matadero de Venezuela eran los causantes mayoritarios de alteracién de la carne debido
a su elevada produccién de proteasas.

Otras especies seleccionadas en este trabajo y que presentan interés para su aplicacion en
biorremediacion tales como los hongos Aspergillus ochraceus HSA 21, Scedosporium apiospermum HSA
16 y Cosmospora viridescens HSA 21 han sido descritas también en estudios previos con capacidades
similares. Asi, Martinez-Gallardo et al. (2020) demostraron que un consorcio compuesto por los hongos
Aspergillus ochraceus y Scedosporium apiospermum fue eficaz para la biorremediacion de suelos
contaminados por alpechin, aplicando técnicas de compostaje y landfarming bioaumentadas con dicho
consorcio, confirmando asi el interés en biorremediacion de dichos hongos. Asi mismo, Duarte et al.,
(2018) detectaron la produccion de enzimas en cepas del género Cosmospora aisladas a partir de un
ambiente tan selectivo como suelos de la Antartida. Dichas cepas presentaban capaces de producir
ligninasas adaptadas al frio, lo que representa un gran potencial para la descontaminacién de suelos u

otros ambientes con bajas temperaturas.

4.3. Microorganismos de interés biotecnoldgico: produccién de enzimas

En las cepas que mostraron un mayor rango de actividades enzimaticas de interés biotecnoldgico o
cuya actividad enzimdtica, de acuerdo con la lectura de las pruebas de rastreo en medios sélidos, fue
destacable, se cuantificé la produccién de las enzimas. En la primera categoria se incluyd Fusarium
delphinoides HC 4993, en el cual se analizé la produccidn de lipasa, proteasa, pectinasa, xilanasa y celulasa.
En la segunda categoria se incluyeron la bacteria Bacillus smithii BC 1958, que mostrd el mayor halo de
aclaramiento de los medios para la deteccion de las actividades amilasa y proteasa, y el actinomiceto
Streptomyces albus AC 2815, que también demostré una elevada actividad proteasa en el medio de cultivo
para dicha actividad. En la Tabla 18 se muestran los resultados de la cuantificacidn de la produccion de las
enzimas para cada una de las cepas indicadas, que se expresan en actividad enzimatica relativa (AE) y
especifica (AEp) de los extractos enzimaticos obtenidos tras el cultivo de las mismas en medios liquidos

con inductores de la actividad concreta.
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Tabla 18. Produccion de enzimas de interés biotecnoldgico por cepas seleccionadas

Especie Enzima (3 G
P (ng/mL min)* (ng /ug proteinas min)
Lipasa 0,041 0,01
Proteasa 10,08 0,13
Fusarium delphinoides HC 4993 Pectinasa 43,25 1,12
Xilanasa 60,45 2,52
Celulasa 1,90 0,29
. sy e Amilasa 2,75 0,39
Bacillus smithii BC 1958 Proteasa 14,49 0.17
Streptomyces albus AC 2815 Proteasa 14,05 0,20

AE: Actividad enzimatica relativa (producto liberado por volumen y tiempo)
AEp: Actividad enzimatica especifica (producto liberado por peso de proteinas y tiempo)

Fusarium delphinoides HC 4993 fue la especie con un mayor rango de actividades enzimaticas
cuantificadas, alcanzando unos niveles elevados de produccion de proteasa (10 pg/mL min), pectinasa (43
pg/mL min) y principalmente de xilanasa (60 pug/mL min). En numerosos trabajos indica que el género
Fusarium constituye una “caja de herramientas” prometedora para la biotecnologia industrial, no solo por
su amplio abanico enzimatico, especialmente proteasa, lipasa, celulasa y xilanasa, sino también por su
demostrada capacidad para producir biocombustibles, biosaborizantes, pigmentos y otros metabolitos
secundarios activos (Ferreira et al., 2016; Pess6a, 2017; Sarsaiya et al., 2019). Asi por ejemplo, Indira et
al. (2016) utilizaron el agua de un arrozal que contenia restos vegetales para la busqueda y seleccidn de
cepas fungicas con actividad celulasa. En este estudio se purificd y caracterizé una celulasa producida por
una cepa de Fusarium subglutinans en un medio con paja de arroz como fuente de carbono, que ademas
presentaba una mayor actividad enzimatica que las demas cepas estudiadas. Por su parte, Panagiotou et
al. (2011) estudiaron la capacidad de Fusarium oxysporum y una cepa recombinante de Saccharomyces
cerevisiae como consorcio microbiano para la hidrélisis y fermentacion alcohélica simultdneos de la paja
de trigo, obteniendo elevados rendimientos de conversidn en etanol debidos a la produccién de xilanasas
por parte de este hongo. Ademas, Fusarium oxysporum es una especie fitopatégena que provoca
marchitez vascular en diversos cultivos. La actividad patégena estd relacionada con la capacidad del hongo
para penetrar y colonizar el sistema vascular de la planta mediante la produccién de enzimas
extracelulares que rompen la pared vegetal, siendo el xilano uno de los componentes de las paredes
celulares (hemicelulosa). Es por esto que, para superar las barreras estructurales del hospedador, dicho
patégeno produce un complejo enzimatico de xilanasas. En el trabajo desarrollado por Gémez (2001)
realizaron una caracterizacién molecular de los genes XYL14 y XYL15 que codifican para la produccién de
endoxilanasas en Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Ademas, hay otra barrera fisica entre el patégeno
y el contenido interno de las células de las plantas llamada lamina media, cuyo compuesto principal es la
pectina, que supone una importante fuente nutricional para los microorganismos. Garcia y Martinez
(2005) trabajaron sobre el analisis de la induccion de dos enzimas pectinoliticas en el modelo Fusarium

oxysporum f. sp. dianthi-Clavel, obteniendo resultados relevantes que muestran la induccién de la
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expresion de las enzimas endopoligalacturonasas en presencia de acido poligalacturdnico y pectina,

compuestos presentes en la estructura vegetal.

Bacillus smithii BC 1958 produjo una cantidad relevante de proteasa (14,5 pg/mL min) y menor de
amilasa (2,7 ug/mL min)). La mayoria de las proteasas del género Bacillus son muy activas y estables a
diferentes rangos de temperatura y pH, ademads de ofrecer ciertas facilidades para su purificaciéon con un
coste econémico reducido (Jellouli et al., 2009). En el trabajo realizado por Solorzano, (2018) se aislaron
34 cepas de Bacillus de suelo y se cuantificé la produccion de enzimas, obteniendo hasta 11 especies
capaces de producir tanto amilasa como proteasa. Otros autores también reportan la actividad amilasa
por el género Bacillus, Asi, Vaikundamoorthy et al. (2018) trabajaron con una amilasa termoestable
producida por Bacillus cereus con potencial actividad antibiofilm con excelentes resultados en la inhibicion

de la formacion completa de biofilms por Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

En el caso de Streptomyces albus AC 2815, la produccién de proteasa fue de 14 pg/mL min. El género
Streptomyces ha sido estudiado por diferentes autores como excelente productor de amilasa, enzima
ampliamente utilizada en numerosas industrias con aplicaciones biotecnoldgicas, como por ejemplo la

mejora de la calidad y vida util del pan de trigo (Ashwini y Kumar 2016; Zhang et al., 2019).

Cabe destacar que los resultados de produccién de enzimas obtenidos para las cepas seleccionadas
son potencialmente mejorables mediante la optimizacion de los medios de cultivo y las condiciones de
operacion, con el objeto de minimizar los costes de produccidén y maximizar la eficiencia (Kennedy et al.,
2009). Para ello, se analizan y varian parametros que influyen en el crecimiento y produccién de estas
enzimas, tales como los requerimientos nutricionales, temperatura, inductores, tiempo de incubacion o
pH, entre otros (Kalpana et al., 2008). Asi por ejemplo, Asha y Palaniswamy (2018) optimizaron la
produccion de una proteasa alcalina por Bacillus cereus, e identificaron el periodo de incubacién, la
presencia de surfactantes, el pHy las fuentes de carbono y nitrégeno como los parametros mas relevantes
para obtener un mayor rendimiento en la produccién de esta enzima, cuyos resultados de produccion
enzimatica mejoraron respecto de las condiciones iniciales de cultivo. Por su parte, Simair et al. (2017)
optimizaron las condiciones para la produccién de amilasa por una cepa terméfila de Bacillus, probando
los efectos que producian la variacion de pH, velocidad de agitacion, el tamarfio del indculo, y de las
fuentes de carbono y nitrégeno, obteniendo mejores resultados en el caso de la melaza y el extracto de
carne de res, respectivamente, y con unas condiciones de cultivo de 60 h de incubaciéon con agitacién (150

rom)a50°CypH 8.

4.4. Microorganismos de interés en biorremediacion: degradacion del tirosol

Para el analisis de la eficacia de cepas para su potencial empleo en biorremediacién se empleé la
coleccién integra de cepas procedentes de sedimentos de alpechin, dado que, como se indico
previamente, en general mostraron actividades relacionadas con el metabolismo de la lignina, que se

relaciona con uso indicado. La eficacia se evalué mediante la medida de la degradacién de una molécula
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recalcitrante modelo, el polifenol tirosol, como un indicador de interés en biorremediacion. En la Figura
17 se muestran los resultados de dicho andlisis. Las cepas fungicas y los actinomicetos fueron mas
eficientes en la degradacion de tirosol que las bacterias. Cabe destacar que todas las cepas estudiadas en
este ambiente presentan cierto grado de degradacién de tirosol. Esto puede ser debido a que el alpechin
presenta dicho compuesto que le proporciona un efecto antimicrobiano (Cabrera et al., 1997). De este
modo, actuaria ocasionando una presion selectiva que promociona el dominio de las cepas que puedan
colonizar dicho ambiente por especies que, al menos toleren la presencia de dicho compuesto, o incluso
tener la capacidad de utilizarlo como fuente de carbono y energia. Esta Ultima actividad es la que se
demostro en los hongos Scedosporium apiospermum HSA 16, Cosmospora viridescens HSA 21y Aspergillus
protuberus HSA 6y las dos cepas del actinomiceto Streptomyces koyangensis, ASA 3 y ASA 4, cuyos niveles
de degradacion o consumo del tirosol estuvieron cercanos al 100%, es decir fueron capaces de eliminar
completamente dicho compuesto del medio de cultivo, en el que estuvo incorporado como Unica fuente

de carbono.

Cosmospora viridescens HSA 21 [N - 2
Scedosporium apiospermum HSA 16 N 2
Pleurostoma richardsiae HSA 10 [ EREE - b
Aspergillus protuberus HSA 6 [N - @
Aspergillus ochraceus HSA 2 NG C
Erwinia billingiae BSA 23 |- d

Bacillus flexus BSA 18 |- C
Lysinibacillus fusiformis BSA 14 |- d
Streptomyces koyangensis ASA 4 [N o
Streptomyces koyangensis ASA 3 |- o

0 20 40 60 80 100 120

Degradacion tirosol (%)

Especie

Figura 17. Degradacion de tirosol por las cepas aisladas de sedimentos de alpechin. Los resultados son la
media (n=3), las barras de error corresponden al valor del intervalo LSD de Fisher (p<0,05). Valores con
diferentes letras indican diferencias significativas.

5. Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron obtener las siguientes conclusiones

1. Los microorganismos procedentes de material sometido a compostaje presentan un amplio
rango de actividades enzimdticas de interés biotecnoldgico y las correspondientes a

sedimentos de alpechin tienen unas capacidades idéneas para su uso en biorremediacion.
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2. El hongo Fusarium delphinoides HC 4993, la bacteria Bacillus smithii BC 1958, y el
actinomiceto Streptomyces albus AC 2815 se proponen como las mejores cepas para la

produccion de enzimas de utilidad para diversas aplicaciones.

3. Los hongos Scedosporium apiospermum HSA 16, Cosmospora viridescens HSA 21y Aspergillus
protuberus HSA 6 y las dos cepas del actinomiceto Streptomyces koyangensis, ASA 3y ASA 4,
son capaces de eliminar completamente el compuesto recalcitrante tirosol, por lo que se

podrian emplear para biorremediacion.
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