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Figura 29. Compuestos fenólicos Hidroxitirosol 1, 3,4-dihidroxifenilglicol 4, alcohol 

protocatecuíco 8 
 
Figura 30. Carbohidratos modelo no reductores. metil α-D-glucopiranósido 11, α,α-trehalosa 12, 

sacarosa 16 
 
Figura 31. Desacetilación regioselectiva del hidroxitirosol peracetilado 2 catalizada por el 

extracto enzimático de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado hidroxitirosol 
monoacetilado  3  
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Figura 32. Desacetilación regioselectiva del DHPG peracetilado 5 catalizado por el extracto 

enzimático de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado los diferentes derivados 
eterificados y monoacetilados 6a-d y sus correspondientes derivados desacetilados 7a-
d  

 
Figura 33. Deacetilación regioselectiva del alcohol protocatecuíco peracetilado 9 catalizado por 

el extracto enzimático de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado éter metílico del 
alcohol protocatecuíco en la posición 2 (compuesto 10) 

 
Figura 34. O-Desacetilación regioselectiva de la trehalosa peracetilada 13 catalizada por el 

sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado 2,3,4,6-tetra-O-acetil- a,a-
trehalosa 14 y el 2,3,4,6,6’-penta-O-acetil-a,a-trehalosa 15 

 
Figura 35. O-Desacetilación regioselectiva de la sacarosa peracetilada 17 catalizada por el 

sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado 2,3,4,6,6’-penta-O-
acetilsacarosa 18 y 2,3,4,6,1’,6’-hexa-O-acetilsacarosa 19. 

 
Figura 36. O-Desacetilación regioselectiva de la oleuropeína peracetilada 21 utilizando el 

sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado oleuropeina desacetilada 
y los derivados tetraacetilados en la unidad de glucosa 22 ó 23 

 
Figura 37. Gel SDS-PAGE teñido con nitrato de plata, donde se muestra las proteínas presentes 

en las FSEP y OMV del sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6 recogidas a diferentes 
tiempos. M. Marcador de pesos moleculares. PYB. Medio de cultivo utilizado para el 
crecimiento de Bacillus sp. HR21-6 

 
Figura 38. RMN de la enzima ramnogalacturonano acetilesterasa detectada en la fracción FSEP 

del sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6. FSEP (Free Soluble Extracellular Fraction). 
OMV (Outer Membrane Vesicules). 

 
Figura 39. Esquema que muestra la posición del dominio conservado SGNH-Hidrolasa de AE6L 
 
Figura 40. Árbol filogenético que muestra la posición de AE6L de Bacillus sp. HR21-6 con 

respecto a otras enzimas pertenecientes a diferentes familias de enzimas lipolíticas 
bacterianas. La escala muestra la distancia correspondiente a un 50% de divergencia. El 
árbol se construyó utilizando el programa MEGA 5.0 con el algoritmo Neighbor-
Joining. 

 
Figura 41. Esquema de la estructura secundaria de AE6L utilizando el programa PSIPred. Las 

hélices alfa (α) están representadas por cilindros de color rosa; las hojas plegadas beta 
(β) se representan por flechas amarillas. Las barras azules indican el grado de fiabilidad 
de la predicción. Conf: Fiabilidad de la predicción; Pred: predicción de la estructura 
secundaria; AA: secuencia de aminoácidos. 

 
Figura 42. Plot de Ramachandran que muestra la conformación estereoquímica de los ángulos 

phi (giro en torno al enlace que une al C alfa con el C del plano anterior) y psi (giro al 
enlace que une al C alfa con el N del plano posterior) de la estructura tridimensional de 
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la proteína AE6L. El código de colores indica la fiabilidad de  las predicciones, desde 
las más favorables (verde oscuro) a las no permitidas  (blanco). Los residuos se 
muestran como círculos. 

 
Figura 43. Modelo tridimensional de AE6L generado por I-TASSER y visualizado con PyMOL. 

las hojas plegadas beta (β) se representan por flechas amarillas, las hélices alfa (α) están 
representadas de color rojo, y los bucles en verde. 

 
Figura 44. Estructuras tridimensionales superpuestas de la proteína AE6L (azul) y de la proteína 

1deo de Aspergillus aculeatus (rojo) 
 
Figura 45. Predicción de la presencia de péptido señal según el programa informático SignalP 

4.0 
 
Figura 46. Predicción de hidrofobicidad de las distintas regiones de AE6L según el programa 

TMHMM Server 
 
Figura 47. Expresión de AE6L a diferentes tiempos del cultivo de Bacillus sp. HR21-6. El cálculo 

de expresión se normaliza utilizando la expresión del gen gyrA. Las barras de error 
muestran el error estándar de n=3. 

 
Figura 48. Inducción de AE6L a partir de E. coli pMAB-AE6L durante 4 h a dos temperaturas 

diferentes (30°C y 20°C). Gel SDS-PAGE al 12 % teñido con azul de coomassie. M, 
marcador de pesos moleculares. -, BL21(DE3) pMAB-AE6L  sin inducir. 1, 
BL21(DE3) pMAB-AE6L con 0,2 mM de salicilato. 2, BL21(DE3) pMAB-AE6L con 
1 mM de salicilato. 3, pMAB-AE6L con 1 mM de salicilato +  3-metilbenzoato. 4, 
pMAB-AE6L con 1 mM de IPTG. 

 
Figura 49. Actividad lipolítica relativa de la enzima AE6L en presencia de los diferentes 

tampones. Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 
 
Figura 50. Gel SDS-PAGE al 12 % teñido con azul de coomassie que muestra la solubilidad de 

AE6L. E. coli BL21(DE3) pMAB-AE6L fue inducida con 1 mM de salicilato  a 30ºC. 
M, Marcador de pesos moleculares. -, Cultivo total sin inducir. +, cultivo total inducido. 
IF, fracción insoluble. SF, fracción soluble. 

 
Figura 51. Gel SDS-PAGE al 12% donde se muestran las distintas fracciones del proceso de 

purificación empleando una columna Ni-IMAC y eluyendo la proteína AE6L con 
imidazol. M, marcador de pesos moleculares. FI, fracción insoluble. FS, 
fracciónsoluble. FT, fracción total inducida -, BL21(DE3) pMAB-AE6L sin inducir. 
E1-E20, eluciones obtenidas en el proceso de purificación. 

 
Figura 52. Gel SDS-PAGE al 12% donde se muestra la purificación Ni-IMAC eluyendo AE6L 

con gradiente de pH. M, Marcador de pesos moleculares. FS, Fracción soluble. FT, 
Fracción total. W1, Lavado de la columna. W2, Lavado de la  columna. E1-E16, 
eluciones obtenidas en el proceso de purificación. 
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Figura 53. Western blot con un anticuerpo anti-6xHis de las fracciones eluidas en gradiente de 
pH. M, Marcador de pesos moleculares. NI, Proteína total de cultivo no inducido. C+, 
BL21(DE3) pMAB-AE6L inducida y sin purificar. I, Proteína total de cultivo inducido 
con 1 mM salicilato a 30°C correspondiente a los ensayos de expresión. IF, muestra de 
fracción insoluble. SF, muestra de fracción soluble. FT, fracción que ha pasado por la 
resina y que no se ha unido a ella. W,  Lavado de la columna. E11-E17, fracciones de 
elución. 

 
Figura 54. Especificidad de AE6L frente a p-nitrofenoles de diferente longitud de cadena, p-NP 

acetato (C2), p-NP butirato (C4), p-NP hexanoato (C6), p-NP octanoato (C8), p-NP 
decanoato (C10), p-NP laurato (C12), p-NP miristato (C14), p-NP palmitato (C16) y p-
NP estereato (C18). Los datos se muestran relativos a la actividad de la enzima AE6L 
frente a los distintos p-NP. Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 

 
Figura 55. Actividad relativa de la enzima AE6L pura a diferentes temperaturas. La actividad se 

determinó usando el p-NP acetato como sustrato. Las barras de error muestran el error 
estándar de n=3. 

 
Figura 56. Termoestabilidad de AE6L a diferentes temperaturas, expresadas como porcentaje de 

la actividad específica residual. Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 
 
Figura 57. Efecto de diferentes disolventes orgánicos en la actividad de la enzima AE6L. Las 

barras de error muestran el error estándar de n=3. 
 
Figura 58. Alineamiento de la proteína AE6L de Bacillus sp. HR21-6 con proteínas homólogas 

realizado con el programa T-COFFE v.1. Para ello se emplearon las proteínas 
Rhamnogalacturonan acetylesterase de Bacillus subtilis ATCC 6633  (O31523.1), 
Rhamnogalacturonan acetylesterase de Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 
(O31528.1), Rhamnogalacturonan acetylesterase de Dickeya  chrysanthemi 
(O32563), Rhamnogalacturonan acetylesterase de Aspergillus aculeatus (Q0017.1), 
Rhamnogalacturonan acetylesterase de Aspergillus aculeatus (1DEO-A), 
Rhamnogalacturonan acetylesterase de Bacillus subtilis YvqK (2O14-A), 
Rhamnogalacturonan acetylesterase de Bacillus halodurans C-125(BAB04834.1). En 
azul se muestran los residuos seleccionados por ser parte de los posibles centros activos, 
en verde se muestran los residuos conservados elegidos a partir del alineamiento y en 
amarillo se muestran los residuos relacionados con la especificidad de sustrato. 

 
Figura 59. Predicción de la estructura tridimensional de la enzima AE6L. A) Localización de los 

aminoácidos que podrían estar implicados en la actividad catalítica de la enzima y que 
forman parte de las secuencias conservadas en las esterasas GDSL subfamilia 
hidrolasas-SGNH. B) Localización de los aminoácidos relacionados con el 
reconocimiento de sustrato. C) Localización de los aminoácidos Glu26 y Ser96 
seleccionados por su especificidad en AE6L. 

 
Figura 60. Gel SDS-PAGE donde se muestra la expresión de AE6L expresada en BL21(DE3) 

(pMAB-AE6L) y de los diferentes mutantes. Todas las cepas fueron inducidas con 1 
mM de salicilato durante 4 horas a 30°C. M, Marcador de pesos moleculares. C-, 
BL21(DE3) pMAB-AE6L sin inducir. C+, AE6L purificada a  partir de BL21(DE3) 



 xiii 

pMAB-AE6L. WT, AE6L expresada en BL21(DE3) pMAB-AE6L. S10A, pMAB-
AE6LS10A. G45A, pMAB-AE6LG45A. N77A, pMAB-AE6LN77A. D182A, pMAB36-
AE6LD182A. H185A, pMAB-AE6LH185A. S96A, pMABS96A. E26Q, pMAB36E26Q. 
T184A, pMABT184A. T11A, pMABT11A. 

 
Figura 61. Western blot de la proteína AE6L expresada en BL21(DE3) (pMAB-AE6L) y de los 

diferentes mutantes incubados con el anticuerpo anti-histidina. M, Marcador de pesos 
moleculares. C-, BL21(DE3) pMAB-AE6L sin inducir. C+, AE6L purificada a partir 
de BL21(DE3) pMAB-AE6L. WT, pMAB-AE6L. S10A, pMAB-AE6LS10A. G45A, 
pMAB-AE6LG45A. N77A, pMAB-AE6LN77A. D182A,  pMAB-AE6LD182A. H185A, 
pMAB-AE6LH185A. S96A, pMAB-AE6LS96A. E26Q, pMAB-AE6LE26Q. T184A, 
pMAB-AE6LT184A. 

 
Figura 62. Actividad relativa (%) de los mutantes con respecto a AE6L (WT) a 37°C frente a 

diferentes derivados del p-NP y una vez normalizada al restar la actividad del  control 
negativo, E. coli BL21. Los sustratos utilizados fueron p-NP acetato (C2), p-NP butirato 
(C4), p-NP octanoato (C8), p-NP decanoato (C10), p-NP laurato (C12), p-NP miristato 
(C14), p-NP palmitato (C16) y p-NP estereato (C18). Las diferencias significativas con 
respecto al control de AE6L (WT) para cada sustrato se indican con asteriscos (*= p> 
0,05; **= p≤ 0,01; ***= p≤ 0,001). A los datos se les sometió a un análisis de varianza 
(ANOVA de un factor) utilizando el software PRISM 6. 

 
Figura 63. Actividad relativa (%) a distintas temperaturas de los mutantes con respecto a AE6L 

a 37°C y una vez normalizada al restar la actividad del control negativo, E. coli BL21. 
Las diferencias significativas con respecto al control para cada sustrato se indican con 
asteriscos (*= p> 0,05; **= p≤ 0,01; ***= p≤ 0,001). A los datos se les sometió a un 
análisis de varianza (ANOVA de un factor) utilizando el software PRISM 6. Las barras 
de error muestran el error estándar de  n=3. 

 
Figura 64. Termoestabilidad (porcentaje de actividad residual relativa) de los distintos mutantes 

incubados a 30°C y una vez normalizada al restar la actividad del control negativo, E. 
coli BL21. La reacción para determinar la actividad catalítica  se realizó a 37ºC 
utilizando p-NP acetato como sustrato Las barras de error muestran el error estándar de 
n=3. 

 
Figura 65. Termoestabilidad (porcentaje de actividad residual relativa) de los distintos mutantes 

incubados a 37°C y una vez normalizada al restar la actividad del control negativo, E. 
coli BL21. La reacción para determinar la actividad catalítica se realizó a 37ºC 
utilizando p-NP acetato como sustrato. Las barras de error muestran el error estándar de 
n=3. 

 
Figura 66. Termoestabilidad (porcentaje de actividad residual relativa) de los distintos mutantes 

incubados a 45°C y una vez normalizada al restar la actividad del control negativo, E. 
coli BL21. La reacción para determinar la actividad catalítica  se realizó a 37ºC 
utilizando p-NP acetato como sustrato. Las barras de error muestran el error estándar de 
n=3. 
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Figura 67. Termoestabilidad (porcentaje de actividad residual relativa) de los distintos mutantes 
incubados a 50°C y una vez normalizada al restar la actividad del control negativo, E. 
coli BL21. La reacción para determinar la actividad catalítica  se realizó a 37ºC 
utilizando p-NP acetato como sustrato. Las barras de error muestran el error estándar de 
n=3. 

 
Figura 68. O-Desacetilación regioselectiva del compuesto 2 catalizada por AE6L 
 
Figura 69. O-Desacetilación regioselectiva del compuesto 5 catalizada por AE6L 
 
Figura 70. O-Desacetilación regioselectiva del compuesto 21 catalizada por AE6L 
 
Figura 71. Medidas de WST-1 sobre la viabilidad celular después de 24 horas de tratamiento con 

los diferentes compuestos fenólicos. Todas las gráficas muestran el DHPG sin modificar 
a efectos comparativos. Las diferencias significativas con respecto al control del 
disolvente (DMSO 2%) usado como control negativo (Ctrl) se indican con asteriscos 
(*= p> 0.05; **= p> 0.01; ***= p> 0.001) y las diferencias entre concentraciones se 
representan mediante las letras a y b. Las mediciones en el ensayo WST-1 se realizaron 
en al menos tres réplicas biológicas, cada una por triplicado técnico (exceptuando el 
derivado OEt OH a 0,1 μM; n=1). Las barras de error muestran el error estándar. T/C 
[%]: Total de células metabólicamente activas/Control. 

 
Figura 72. Medidas de SRB sobre la viabilidad celular de HCEC después de 24 horas 

detratamiento con los diferentes compuestos fenólicos. Todas las gráficas muestran el 
DHPG sin modificar a efectos comparativos. Las diferencias significativas con respecto 
al control del disolvente (DMSO 2%) usado como control negativo (Ctrl) se indican con 
asteriscos. (*= p> 0.05; **= p> 0.01; ***= p> 0.001). Las barras de error muestran el 
error estándar de n=3.T/C [%]: Total de masa celular/Control. 

 
Figura 73. Ensayo DCF (pro-oxidativo). Influencia de los distintos compuestos fenólicos en la 

generación de ROS en células HCEC después de 1-3 h de co-incubación. Los datos se 
expresan como media + desviación estándar de al menos 4 experimentos independientes 
(exceptuando los compuestos; hidroxitirosol, PrAC n=1). Las  diferencias 
significativas con respecto al control del disolvente (DMSO 2%) usado como control 
negativo (Ctrl) se calcularon mediante ANOVA de un factor,  seguido por LSD de 
Fisher (p <0.05) y se indican con asteriscos (*= p> 0.05; **= p> 0.01; ***= p> 0.001). 
T/C [%]: Total de fluorescencia de DCF/Control. 

 
Figura 74. Efecto protector de los distintos compuestos fenólicos en la generación de ROS. El 

ensayo se realizó utilizando la línea celular HCEC e incubando los compuestos durante 
1 h con 1 mM de H2O2. Los datos se expresan como media + desviación estándar de al 
menos 4 experimentos independientes. Las diferencias significativas con respecto al 
control del disolvente (DMSO 2%) usado como control negativo (Ctrl) se calcularon 
mediante ANOVA de un factor, seguido por LSD de Fisher (p <0.05) y se indican con 
asteriscos (*= p> 0.05; **= p> 0.01; ***= p> 0.001). T/C [%]: Total de fluorescencia 
de DCF/Control. 
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Figura 75. Efecto protector de los distintos compuestos fenólicos frente a estrés oxidativo. El 
ensayo se realizó incubando células HT-29 con 1 mM de H2O2. Los datos se expresan 
como media + desviación estándar de al menos 4 experimentos independientes Las 
diferencias significativas con respecto al control del disolvente (DMSO 2%) usado 
como control negativo (Ctrl) se calcularon mediante ANOVA de un factor, seguido por 
LSD de Fisher (p <0.05) y se  indican con asteriscos (*= p> 0.05; **= p> 0.01; ***= 
p> 0.001). T/C [%]: Total de fluorescencia de DCF/Control. 

 
Figura 76. Actividad anti-inflamatoria de los distintos compuestos fenólicos después de 2 h de 

incubación sobre la inflamación inducida por 1 μg/ml LPS de lipopolisacárido de E. coli 
en monocitos humanos. Todos los derivados fenólicos figuran junto al DHPG y el 
hidroxitirosol con efectos comparativos. Los datos se expresan como media + 
desviación estándar de al menos 4 experimentos independientes. Las diferencias 
significativas con respecto al control del disolvente (DMSO 2%) usado como control 
negativo (Ctrl) se calcularon mediante ANOVA de un factor,  seguido por LSD de 
Fisher (p <0.05), y se indican con asteriscos (* (p <0,05), ** (p <0,01) y *** (p <0,001)). 
Las diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas. se calcularon usando 
la prueba t de Student y se están indicados con "a", "b" o “c”. T/C [%]: Total de fosfatasa 
alcalina/Control. 
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RESUMEN 

 
Las proteínas lipolíticas son enzimas ubicuas con importantes funciones fisiológicas en la síntesis o 
hidrólisis de compuestos que contienen grupos éster. Además, estas enzimas son valiosos 
biocatalizadores debido a su amplia especificidad de sustrato y su alta quimio-, regio- y 
estereoselectividad. Actualmente, la biocatálisis, y en particular el uso de enzimas hidrolíticas tales 
como esterasas, es una alternativa a los métodos de síntesis convencionales y puede ser útil para la 
protección y desprotección estereo- y regioselectiva de polifenoles y otros compuestos, abaratando 
y simplificando el proceso.  

En este trabajo se ha llevado a cabo la biotransformación de distintos compuestos fenólicos 
naturales procedentes del olivo como el hidroxitirosol, el alcohol protocatecuico y el 3,4-
dihidroxifenilglicol y diferentes azúcares como la metil α-D-glucopiranósido, α,α-trehalosa y 
sacarosa mediante biocatálisis, con el fin de obtener derivados que posean una mayor 
biodisponibilidad y manteniendo las mismas propiedades antioxidantes que los polifenoles 
naturales de partida. 

La primera etapa de este trabajo consistió en la descripción de un método de selección de 
microorganismos lipolíticos a partir de muestras procedentes de diferentes industrias alimentarias. 
De los 459 microorganismos lipolíticos analizados, se seleccionó una bacteria identificada como 
Bacillus sp. HR21-6 para estudios posteriores. Esta cepa presentó las mejores tasas de conversión 
en las reacciones de desacetilación en los diferentes compuestos fenólicos y carbohidratos 
estudiados. En esta primera etapa, el sobrenadante liofilizado libre de células obtenido del cultivo 
de Bacillus sp. HR21-6 fue directamente utilizado como biocatalizador en la síntesis quimio y 
regioselectiva de compuestos parcialmente acetilados. 

El siguiente paso se centró en la identificación de la proteína implicada en las reacciones de 
acilación y desacilación de los compuestos polifenólicos y azúcares estudiados. Para ello, se obtuvo 
la secuencia completa de Bacillus sp. HR21-6, y después del análisis de su secretoma, se detectó 
una acetilesterasa (AE6L) en la fracción extracelular soluble (FESP). Esta enzima fue identificada 
como una carbohidrato esterasa, perteneciente a la familia II o GDSL, subfamilia SGNH.  

El gen que codifica la proteína AE6L fue clonado en el vector de expresión pMAB36 con una 
etiqueta 6xHis con el objetivo de expresar la enzima en células E. coli BL21 (DE3). AE6L se 
expresó totalmente en forma soluble, y su expresión se optimizó para proporcionar la cantidad 
máxima de enzima después de la purificación. La caracterización de esta enzima reveló que su 
mayor actividad se alcanza en la hidrólisis de compuestos de p-nitrofenol de cadena corta (C2). Su 
capacidad para realizar acilaciones y desacetilaciones regioselectivas sobre los compuestos 
fenólicos y azúcares analizados, demostró que al menos AE6L es una de las enzimas presentes en 
el sobrenadante, responsable de la actividad enzimática detectada, aunque pueden existir otras 
enzimas que participen, tal y como se sugiere en la discusión.  

En la siguiente etapa se llevó a cabo la caracterización molecular de los motivos de 
aminoácidos críticos de la enzima AE6L desde el punto de vista funcional, además de la 
construcción de diferentes mutantes con el objetivo de estudiar la influencia de ciertos aminoácidos 
en la actividad y en el comportamiento bioquímico de esta enzima. 



 

 

En la última etapa de este trabajo se estudió el potencial biológico y farmacológico de los 
derivados del hidroxitirosol y del DHPG con el fin de determinar su posible actividad antioxidante 
y antiinflamatoria. Se concluyó que estos derivados presentaron ligeras mejoras en determinadas 
actividades (antioxidante y anti-inflamatoria) sin producir efectos tóxicos para la célula.  
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1. ENZIMAS LIPOLÍTICAS: LIPASAS Y ESTERASAS 

I.1.1. Características de las enzimas lipolíticas 

Las enzimas lipolíticas son un grupo de enzimas distribuidas ampliamente en la naturaleza, 
estando presentes en animales, plantas y microorganismos. Independientemente de su naturaleza, 
todas catalizan la hidrólisis de enlaces ésteres formados entre un ácido y un alcohol (Ro et al. 2004) 

Actualmente, las enzimas bacterianas están experimentando un gran auge debido a las ventajas 
que proporcionan su utilización (Olempska-Beer et al. 2006). Las enzimas lipolíticas se 
caracterizan por su capacidad para llevar a cabo reacciones de síntesis, hidrólisis e incluso 
intercambio de grupos de forma quimio, regio o estereoespecífica sin desarrollar reacciones 
laterales o generar subproductos en un amplio grupo de sustratos. Sus actividades más óptimas se 
presentan a pH neutros o básicos, aunque son enzimas altamente estables en un amplio rango de 
temperaturas, pH y solventes orgánicos. Son además estables frente a diferentes detergentes, iones 
y agentes químicos, y en general, no requieren cofactores. Debido a estos motivos, al profundo 
conocimiento sobre estas enzimas, a su disponibilidad, y al hecho de que su utilización origina 
procesos menos costosos y menos contaminantes que sus correspondientes procesos químicos, las 
lipasas bacterianas son las enzimas más versátiles y más ampliamente utilizadas en biotecnología 
(Hasan et al. 2006). 

Para comprender la importancia de las enzimas lipolíticas debemos resaltar tres características 
importantes de las mismas (Kapoor and Gupta 2012; Sharma and Kanwar 2014); 
 

§ Quimioselectividad: especificidad de reacción según la naturaleza química del sustrato. Se 
trata de la capacidad enzimática de distinguir los ácidos grasos sobre los que actúan según 
su longitud de cadena, el número y posición de los dobles enlaces y otras características 
estructurales. 
 

§ Regioselectividad o selectividad posicional: una reacción regioselectiva es aquella en la que 
una dirección de unión o ruptura se produce preferentemente sobre todas las demás 
direcciones posibles, es decir, es la formación preferente de un isómero estructural respecto 
a otro. Hay enzimas que pueden hidrolizar los ésteres de ácidos grasos de triglicéridos en 
cualquier posición al azar y otras que muestran preferencia por los situados por ejemplo en 
las posiciones C1 y C3. 
 

§ Enantioselectividad: las enzimas lipolíticas tienen la capacidad de diferenciar los 
enantiómeros de un sustrato en una mezcla racémica, y muestran preferencia por uno de 
ellos. 

Actualmente, existen diversas empresas especializadas en la producción y búsqueda de 
enzimas lipolíticas. La utilización de técnicas de mutagénesis dirigida e ingeniería genética están 
permitiendo el desarrollo de enzimas recombinantes diseñadas para catalizar reacciones químicas 
muy específicas o resistentes a determinadas condiciones de temperatura, pH o presencia de 
solventes, así como procesos de enriquecimiento enantiomérico por catálisis enzimática 
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(Bornscheuer and Kazlauskas 2006; Reetz 2004). Estos condicionantes han llevado a la clonación y 
caracterización de muchas de estas enzimas, así como al estudio de los mecanismos moleculares 
que controlan su expresión, su plegamiento y su secreción.  

La mayoría de las enzimas lipolíticas pertenecen a la familia α/β hidrolasas, la cual incluye 
esterasas (EC 3.1.1.x) y lipasas verdaderas (EC 3.1.1.3). Ambos grupos, de gran importancia 
biotecnológica, catalizan la rotura de un enlace éster entre un alcohol y un ácido carboxílico en 
medios acuosos. En solventes orgánicos o medios con bajo contenido en agua también pueden 
llevar a cabo la reacción inversa, la formación de un enlace éster. Las reacciones de síntesis pueden 
ser de dos tipos: esterificación (síntesis de un éster a partir de un ácido carboxílico y un alcohol) o 
transesterificación (intercambio de grupos entre un éster y un alcohol, reacción denominada 
alcohólisis, un éster y un ácido, acidólisis, o dos ésteres, interesterificación (Figura 1) (Sharma and 
Kanwar 2014). 

 
 

Figura 1. Reacciones catalizadas por enzimas lipolíticas. Fuente: Imagen tomada de Sharma and 
Kanwar (2014) 
 

I.1.2. Características estructurales de las enzimas lipolíticas 

Gracias a la cristalización de enzimas lipolíticas y la resolución de sus estructuras 
tridimensionales, se ha determinado que estas proteínas presentan un plegamiento muy similar 
entre los diferentes subgrupos, a pesar de la baja similitud de sus secuencias de aminoácidos 
(Jaeger et al. 1999). La estructura tridimensional general de estas enzimas consiste en un 
plegamiento característico α/β-hidrolasa, compuesto por un conjunto de ocho láminas β paralelas, a 
excepción de la segunda que es antiparalela, conectadas a través de cinco hélices α, entre las cuales 
se encuentra alojado el sitio activo (Figura 2) (Bornscheuer 2002). El centro activo de estas 
enzimas está integrado por la triada catalítica típica, cuya posición en el plegamiento suele estar 
conservada y constituida por los residuos Ser-Asp-His, aunque en algunas lipasas aparece 
glutamato en lugar de aspartato. La serina normalmente actúa como nucleófilo del centro activo y 
está localizada en un pentapéptido conservado Gly-X-Ser-X-Gly (donde X representa cualquier 
aminoácido). La función de este pentapéptido conocido también como “nucleophilic elbow” es 
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orientar y estabilizar la serina gracias al giro que origina entre la lámima β5 y la siguiente hélice α. 
Se ha descrito un grupo de esterasas que no comparten este patrón común, las esterasas de la 
familia GDSL (Akoh et al. 2004). En este grupo, el residuo nucleofílico de serina se localiza 
inmediatamente a continuación de la lámina 5β, el residuo aspartato/glutamato en un giro de la 
lámina 7β, y el residuo de la histidina en el bucle situado después de la lámina 8β (Ollis et al. 1992; 
Jaeger et al. 1999). 

Además, existen dos aminoácidos que forman parte del bolsillo catalítico “oxyanion hole” y 
que ayudan a estabilizar las formas intermedias durante la reacción enzimática: el que se sitúa 
inmediatamente después de la serina catalítica y otro al final de la lámina 3β. También se han 
identificado regiones de la cadena proteica responsables del alojamiento de los sustratos, que se 
sitúan a continuación de las láminas β de la región carboxílico terminal de la enzima. Estas 
regiones conforman unos sitios de unión al sustrato con longitud y arquitectura muy diversos, de 
acuerdo con la gran variedad de especificidades de sustrato que presentan las enzimas lipolíticas 
(Jaeger et al. 1999). 

 
Figura 2. Estructura del dominio de las α/β-hidrolasas (lipasas y esterasas). Las láminas β (1-8) se 
muestran como flechas grises y las hélices α (A-F) como cilindros. La posición relativa de los 
residuos de la triada catalítica Ser-Asp-His se muestra en círculos azules. Fuente: Figura tomada de 
Bornscheuer (2002). 

 
I.1.3. Mecanismo catalítico de las enzimas lipolíticas 

El mecanismo de las esterasas y lipasas para la síntesis o la hidrólisis de enlaces ésteres es el 
mismo para ambas y se compone fundamentalmente de cuatro pasos (Jaeger et al. 1999b). 
Básicamente, durante la reacción, se forma un intermedio tetraédrico que posteriormente da lugar a 
un complejo acil-enzima (Figura 3). Después de la unión del sustrato, tiene lugar el ataque 
nucleofílico de la serina catalítica. Este ataque lo lleva a cabo el grupo hidroxilo de la serina sobre 
el grupo éster del sustrato y es provocado por la protonación de la histidina, la cual estabiliza a la 
serina a través del puente de hidrógeno que forma con el ácido glutámico. Todo este procedimiento 
es conocido como sistema de relevos de cargas (charge relay) debido a que las interacciones que se 
llevan a cabo entre estos amino ácidos originan la activación de la serina. Este ataque nucleofílico 
inicial permite la formación de un tetraedro intermedio (Figura 3.1). La estabilización de este 
intermediario se origina gracias a la presencia de dos glicinas próximas al centro activo dando lugar 
al centro oxianiónico (Figura 3.2). Posteriormente, se produce la liberación del alcohol con la 
ayuda de la histidina protonada originando un complejo acil-enzima (Figura 3.3). Finalmente, 
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ocurre la desacilación: el ataque nucleofílico (por parte del agua en el caso de hidrólisis, o de un 
alcohol o éster en (trans)-esterificación) formando de nuevo un intermedio tetraédrico que tras la 
reacción libera el producto (un ácido o un éster) y la enzima libre se regenera (Figura 3.4) (Jaeger 
et al. 1999).  

 

 
Figura 3. Mecanismo de reacción de esterasas. Fuente: Imagen tomada de Arpigny and Jaeger (1999).  
 

I.1.4. Distinción entre lipasas y esterasas 

El primer criterio para distinguir entre lipasas verdaderas y esterasas es la especificidad de 
sustrato. Las esterasas hidrolizan ácidos grasos de cadena menor de 10 átomos de carbono y su 
cinética podría ser descrita atendiendo a la ecuación de Michaelis-Menten (Brockerhoff and Jensen 
1974; Sarda and Desnuelle 1958). Las lipasas verdaderas, glicerol-éster hidrolasas (EC 3.1.1.3), 
catalizan la hidrólisis de ácidos grasos de cadena larga (mayores de 10 átomos de carbono) a 
menudo insolubles en agua, es decir, llevan a cabo la hidrólisis de grasas y aceites con la 
consiguiente liberación de los ácidos grasos, diglicéridos, monoglicéridos y glicerol (Jaeger et al. 
1999).  

El cribado de enzimas lipolíticas se realiza habitualmente empleando sustancias cromóforas 
(por ejemplo, ésteres de p-nitrofenilo) o usando placas de agar suplementadas con tributirina. Los 
organismos que producen estas enzimas activas se identifican por la formación de un halo de 
hidrólisis en estas placas. Además, las lipasas pueden distinguirse de las esterasas por sus efectos 
en el sustrato, p-nitrofenil palmitato (escindido por lipasas) y p-nitrofenil acetato/butirato 
(escindido por esterasas).  

Las lipasas se caracterizan por seguir una cinética con un patrón de curva sigmoidea 
(Brockerhoff and Jensen 1974), es decir, en presencia de bajas concentraciones de sustrato, la 
actividad enzimática es baja también, no obstante, cuando la concentración de sustrato aumenta y 
alcanza la concentración micelar crítica, la actividad catalítica también aumenta bruscamente 
(Arpigny and Jaeger 1999). La concentración micelar crítica se conoce como la interfase 
constituida entre las micelas del sustrato hidrofóbico y la fase acuosa hidrofílica que contiene la 
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lipasa en suspensión. Estas características se deben a la presencia en muchas lipasas de un dominio 
hidrofóbico α-hélice flexible (tapa), que expone el sitio activo y orienta la unión del sustrato a la 
interfase entre el agua y las fases solventes (Winkler et al. 1990). Así, cuando la lipasa se une a una 
interfase hidrofóbica tiene lugar un cambio conformacional que produce el desplazamiento de la 
tapa dejando el centro activo accesible (conformación abierta) (Figura 4). De esta forma, la parte 
hidrofóbica de la tapa queda expuesta a la fase lipídica, favoreciendo las interacciones hidrofóbicas 
entre la enzima y la superficie lipídica (Jaeger et al. 1999). 
 

 
 
Figura 4. Mecanismo de activación interfacial de las lipasas. Fuente: Figura tomada de Jaeger et al. 
(1999) 
 

El centro activo de lipasas y esterasas es bastante similar químicamente, pero se estructura de 
forma diferente. En las lipasas, el grupo hidroxilo de la serina está orientado con una disposición 
diferente al encontrado en esterasas. En este grupo se produce una inversión estereoquímica de la 
triada catalítica, es decir se distribuyen espacialmente de manera inversa (Kapoor and Gupta 2012). 
Ambas enzimas han demostrado ser estables y activas en solventes orgánicos, pero esta 
característica es más pronunciada en las lipasas. 

En general, las lipasas también se distinguen de las esterasas por tener su actividad óptima a 
pH más alcalinos (típicamente a pH 8) (Arpigny and Jaeger 1999), mientras que las primeras 
generalmente presentan su actividad óptima a pH menores (alrededor de pH 6) (Bornscheuer 
2002). 
 

I.2. CLASIFICACIÓN DE LAS ENZIMAS LIPOLÍTICAS BACTERIANAS 

Existen diferentes formas de clasificar las enzimas lipolíticas: según la especificidad de 
sustrato, según las secuencias de aminoácidos conservados o bien según la sensibilidad de estas 
enzimas a varios inhibidores (Park et al. 2006). La clasificación más aceptada organiza las enzimas 
lipolíticas en 8 familias en base a la homología de su secuencia aminoacídica y a sus funciones 
fisiológicas (Arpigny and Jaeger 1999; Jaeger and Eggert 2002). 
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I.2.1 Familia I o lipasas verdaderas 

Esta familia incluye a todas las lipasas verdaderas y está constituida por ocho subfamilias. 

 
Subfamilia I.1 y I.2 

Estas dos subfamilias están formadas por lipasas de bacterias Gram-negativas y se caracterizan 
por su secreción a través del sistema de tipo II (Braun et al. 1996; Koster et al. 2000; 
Abdelmonaem et al. 2010; Pugsley 1992; Tommassen et al. 1992). Otra característica distintiva es 
la posesión de dos residuos de ácido aspártico que median la unión de un ión Ca2+(Nardini et al. 
2000).  

 
Subfamilia I.3 

Las enzimas pertenecientes a esta subfamilia también son secretadas mediante un sistema de 
secreción de tipo II (Arpigny and Jaeger, 1999; Abdelmonaem et al. 2010) Principalmente se 
caracterizan por presentar una masa molecular de alrededor de 50-65 kDa y por poseer un ión Ca2+ 
que se une a la hélice de la tapadera de la lipasa, el cual resulta esencial para la actividad de la 
enzima (Meier et al. 2007).  

 
Subfamilia I.4  

Estas lipasas son identificadas como triacilglicerol lipasas pequeñas con una masa molecular 
de aproximadamente 20 kDa (Arpigny and Jaeger, 1999). En esta subfamilia se incluyen varias 
lipasas del género Bacillus que contienen una secuencia pentapeptídica conservada formada por 
Ala-Met-Ser-X-Gly (Ruiz et al. 2002). 

 
Subfamilia I.5 

Este grupo está formado por lipasas procedentes de diferentes bacterias Gram-positivas 
pertenecientes a los géneros Staphylococcus, Bacillus, Geobacillus y Clostridium. Su masa 
molecular ronda los 45 kDa (Nthangeni et al. 2001) debido a las grandes inserciones que poseen las 
típicas α/β hidrolasas (Tyndall et al. 2002). Una peculiaridad es que poseen un pH óptimo que 
difiere notablemente de otras subfamilias, el cual abarca desde pH 7,5 a pH 9,5 (Kim et al. 1998; 
Lee et al. 1999; Rúa et al. 1997). 
 
Subfamilia I.6  

Las lipasas pertenecientes a esta subfamilia son lipasas producidas por diferentes especies del 
género Staphylococcus. Estas lipasas se expresan como pre-proteínas y presentan una masa 
molecular de aproximadamente 75 kDa, que producen una enzima madura con una masa molecular 
de 46 kDa (Götz et al. 1998; Rosenstein and Götz 2000). Estas enzimas son estables en un rango de 
pH comprendido entre 4 y 9 (Sayari et al. 2001).  
 
Subfamilia I.7 

Estas lipasas muestran cierta similitud con la región central de la estructura primaria de las 
lipasas de la subfamilia I.2. Se han identificado lipasas pertenecientes a esta subfamilia en las 
especies Streptomyces cinnamoneus (Sommer et al. 1997), Propionibacterium acnes (Miskin et al. 
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1997) Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium adolescensis 
(Abdelmonaem et al. 2010).  
 

Subfamilia I.8  

La lipasa Lip1 de la bacteria psicrófila Pseudoalteromonas haloplanktis fue la primera lipasa 
propuesta para esta subfamilia (de Pascale et al. 2008). Lip1 posee una masa molecular de 51 kDa 
y se carateriza por carecer de “tapadera” así como del “bolsillo” de unión a Ca2+. Además posee la 
secuencia Leu-Gly-Gly (Phe/Leu/Tyr) Ser-Thr-Gly como un nuevo motivo consenso de centro 
activo alrededor de la serina catalíticamente activa (de Pascale et al. 2008). 

 

I.2.2. Familia II o GDSL 

La familia II se caracteriza por poseer un motivo característico de secuencia GDSL distinto del 
pentapéptido clásico Gly-x-Ser-x-Gly, encontrado en la mayoría de las enzimas lipolíticas. Las 
enzimas GDSL tienen cinco bloques consenso (I-V) y en cada bloque un aminoácido conservado 
esencial para la catálisis, normalmente serina, glicina, asparagina, aspartico e histidina. Esta 
secuencia de aminoácidos da lugar a la subfamilia denominada hidrolasas-SGNH (Akoh et al. 
2004). Esta subfamilia engloba a lipasas, proteasas, esterasas, tioesterasas, lisofosfolipasas, 
arilesterasas, aciltransferasas y carbohidrato esterasas (Alalouf et al. 2011). La secuencia consenso 
que las da el nombre [GDS(L)] se localiza en el bloque I. La serina catalítica se encuentra en este 
bloque cercana al N-terminal de la proteína, a diferencia de lo que ocurre con las lipasas con 
motivo Gly‐x‐Ser‐x-Gly, donde la serina se encuentra en el centro de la proteína (Bornscheuer 
2002) En el proceso catalítico, la serina nucleofílica actúa donando un protón al agujero 
oxianiónico. La glicina y la asparagina son donadores de protones para la formación del agujero 
oxaniónico, la histidina desprotona a la serina haciéndola más reactiva y el aspártico se encarga de 
estabilizar la carga positiva de la histidina catalítica (Akoh et al. 2004). 

 Otra característica esencial de estas enzimas es la ausencia de codo nucleófilo y la presencia 
de un sitio activo flexible que se adapta a la unión de los diferentes sustratos y que sólo cambia de 
conformación una vez que el sustrato se ha unido. En este contexto han sido descritas enzimas con 
actividad lipasa y proteasa motivada por esta alta flexibilidad (Bornscheuer 2002). Debido a esta 
amplia especificidad de sustrato, estas enzimas poseen un gran potencial para su uso en la hidrólisis 
y la síntesis de compuestos ésteres de interés farmacéutico, alimentario, bioquímico y biológico 
(Akoh et al. 2004). 

Estas enzimas, además, no tienen homología con las lipasas con plegamiento típico α/β. La 
estructura descrita para las lipasas/esterasas GDSL está constituida por varias láminas β y hélices α 
orientadas de forma alterna, situando el sitio de unión al sustrato entre la lámina β central y una 
hélice α (Figura 5). Otra diferencia destacable entre las lipasas α/β hidrolasas y los miembros de la 
subfamilia II es la orientación de los residuos catalíticos en la estructura de la proteína. En las 
lipasas de tipo α/β hidrolasas, los residuos de la tríada catalítica se alinean en paralelo a la hoja β 
central, mientras que en las lipasas GDSL, la línea de la tríada catalítica se localiza 
perpendicularmente a la hoja β central (Figura 6). Esta disposición no parece afectar a la función 
catalítica de la enzima debido a que serina nucleófilica en el carbono carbonílico se conserva en su 
posición (Wei et al. 1995). 
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Figura 5. Distribución de la estructura secundaria en (a) la ramnogalacturonano acetilesterasa 
(RGAE) de Aspergillus aculatus (familia II) y (b) un pliegue típico de lipasas hidrolasa α/β hidrolasas. 
Fuente: Figura tomada de Mølgaard et al. (2000a). 
 
 

 
 

Figura 6. Orientación de los residuos de la tríada catalítica con respecto al pliegue total. (a) Estructura 
de la dienolactasa hidrolasa (Pathak and Ollis 1990), una α/β hidrolasa, vista desde el lado N-terminal 
de la hoja β central. Los tres residuos catalíticos se alinean aproximadamente en paralelo a la hoja β 
central (b) RGAE perteneciente a la familia II vista desde una orientación similar. Los residuos 
catalíticos se alinean casi perpendiculares a la hoja β central. Fuente: Figura tomada de Mølgaard et 
al. (2000a) 

 
En general, las proteínas de la familia GDSL son proteínas con un peso molecular aproximado 

de 22-60 kDa, aunque algunas tienen múltiples sitios de glucosilación con mayor peso molecular. 
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I.2.3. Familia III 

A esta familia pertenecen las enzimas extracelulares de las diferentes especies de los géneros 
Streptomyces y Moraxella (Cruz et al. 1994; Feller et al. 1990; Pérez et al. 1993). Las lipasas de 
esta familia tienen una masa molecular de 32-35 kDa y muestran gran similitud con isoformas 
monoméricas del factor de activación de plaquetas acetilhidrolasa de seres humanos (PAF-AH) 
(Arpigny and Jaeger 1999).  
 

I.2.4. Familia IV 

Esta familia está constituida por esterasas de microorganismos procariotas psicrófilos, 
mesófilos o termófilos que presentan una elevada similitud con la familia de lipasas sensibles a 
hormonas de mamíferos (HSL) (Hemilä et al. 1994). Estas enzimas se caracterizan por poseer una 
secuencia consenso His-Gly-Gly-Gly involucrada en la catálisis de la enzima (De Simone et al. 
2000; Manco et al. 1999) y por mostrar actividad solo hacia ácidos grasos de cadena corta 
(Chahinian et al. 2005) Varias esterasas de esta familia (De Simone et al. 2000; De Simone et al. 
2001; Zhu et al. 2003; Derewenda et al. 1999) han mostrado una estructura única consistente en 
una “cubierta” que difiere notablemente de la “tapadera” de las lipasas verdaderas (Wang et al. 
2005).  

 

I.2.5. Familia V 

Los miembros de esta familia proceden de bacterias mesófilas (Pseudomonas oleovorans, 
Acetobacter pasteurianus y Haemophilus influenzae), psicrófilas (Moraxella sp.) y termófilas 
(Sulfolobus solfataricus). Una peculiaridad de estas enzimas es que muestran una similitud 
moderada, que comprende entre el 20% y el 25% con otras enzimas bacterianas no lipolíticas, tales 
como las dehalogenasas y las haloperoxidasas. Se caracterizan por presentar una triada catalítica 
formada por residuos de serina, ácido glutámico o aspártico e histidina y el plegamiento 
característico de las α/β-hidrolasas (Arpigny and Jaeger 1999). 

 

I.2.6. Familia VI 

Esta familia está compuesta principalmente por enzimas con pesos moleculares comprendidos 
entre 23 y 26 kDa (Arpigny and Jaeger 1999; Kim et al. 2006). Se trata de enzimas que comparten 
una similitud de aproximadamente el 40% con las lisofosfolipasas de organismos eucariotas. A esta 
familia también pertenecen enzimas carboxilesterasas caracterizadas por presentar una amplia 
especificidad de sustrato. Al igual que las familias IV y V, poseen tres bloques característicos con 
dominios conservados (Arpigny and Jaeger, 1999; Lenfant et al. 2013). 

 

I.2.7. Familia VII 

La familia VII está compuesta por esterasas con un peso molecular de aproximadamente 55 
KDa. Todas las enzimas de esta familia presentan una elevada homología con acetilcolinesterasas 
de eucariotas y carboxilesterasas del intestino e hígado (Arpigny & Jaeger, 1999). Todas las 
enzimas de este grupo son producidas por varias cepas de los géneros Bacillus, Paenibacillus y 
Geobacillus (Nthangeni et al. 2005). Entre los sustratos típicos de estas carboxilesterasas se 
encuentran triglicéridos y derivados de p-nitrofenil con ácidos grasos de cadena corta.  
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I.2.8. Familia VIII 

Esta familia está formada por enzimas que tienen una masa molecular de unos 42 kDa y una 
elevada homología con algunas β-lactamasas de clase C (Elend et al. 2006; Nishizawa et al. 1995; 
Schütte and Fetzner 2007). 

En este grupo, la serina nucleofílica se encuentra en el motivo Ser-X-X-Lys (Petersen et al. 
2001). Los miembros de esta familia se caracterizan por presentan alta tolerancia a diferentes 
disolventes y un motivo adicional en el extremo C-terminal (Elend et al. 2006; Schütte and Fetzner 
2007). 

 
1.2.9 Familias IX - XVI 

Las enzimas pertenecientes a la familia IX contienen un pentapéptido conservado constituido 
por los residuos Ala-X-SerX-Gly (Handrick et al. 2001). Las pertenecientes a las familias X y XII 
poseen un pentapéptido conservado formado por los residuos Gly-X-Ser-X-Gly (Bassegoda et al. 
2012); Kim et al. 2009; Levisson et al. 2007). Los miembros de las familias XI y XIII se 
caracterizan por presentar un motivo conservado formado por los residuos Gly-X-Ser-X-Gly-Gly 
(Ewis et al. 2004; Lee et al. 2006; Liu et al. 2014). La familia XIV posee el pentapéptido Cys-His-
Ser-Met-Gly (Rao et al. 2011). Algunas proteínas de la familia XV contienen un pentapéptido 
conservado Gly-His-Ser-Gln-Gly, mientras que otras contienen una nueva variación de esta 
secuencia Ser-His-Ser-Gln-Gly (Bayer et al. 2010; Lee et al. 2010). Las enzimas pertenecientes a la 
familia XVI tienen un plegamiento α/β-hidrolasa típico, con Ser-His-Asp constituyendo la triada 
catalítica y una “cubierta” muy pequeña que forma una α-hélice y un lazo desordenado (Fu et al. 
2013).  
 

1.2.10. Nuevas familias de enzimas lipolíticas 

Familia XVII 

La lipasa extracelular LipJ2 producida por la bacteria halotolerante Janibacter sp. R02 fue la 
primera proteína identificada como miembro de esta nueva familia. Esta proteína consta de un peso 
molecular de 44 kDa y es homóloga a lipasas producidas por los géneros Arsenicicoccus, 
Dermatophilus y Janibacter (Castilla et al. 2017). Se caracterizan por poseer una tríada catalítica 
típica formada por Ser-His-Asn y un pentapéptido conservado Gly-Tyr-Ser-Gln-Gly alrededor de la 
serina catalítica.  
 
Familia XVIII 

La esterasa EstUT1 producida por la bacteria termófila Ureibacillus thermosphaericus fue la 
primera enzima clasificada en la nueva familia XVIII de enzimas lipolíticas (Samoylova et al. 
2018). Esta enzima tiene un peso molecular de 28 kDa, y se caracteriza por poseer una tríada 
catalítica compuesta por los residuos típicos Ser-His-Asn y un pliegue α/β-hidrolasa. También se 
define por su alta especificidad hacia los esteres de ácidos grasos de cadena corta (C2, C4) y 
presenta baja actividad hacia ésteres de ácidos grasos de 12 átomos de C. 
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Familia XIX 

El descubrimiento de la lipasa termoestable LipSm de Stenotrophomonas maltophilia Psi-1 
definió la familia XIX de enzimas lipolíticas (Parapouli et al. 2018). LipSm muestra más de un 
48% de identidad con varias enzimas lipolíticas no caracterizadas de los géneros Pseudomonas 
geniculata y P. aeruginosa, Stenotrophomonas pavanii, Gordonia sp. y Rhodococcus sp. Esta 
enzima posee una tríada catalítica típica Ser-His-Asn y un péptido conservado Gly-His-Ser-Gln-
Gly-Gly-Ala que rodea a la serina catalítica. 
 

En el año 2010 se estimó que debían existir alrededor de 900 enzimas lipolíticas de origen 
bacteriano (Hausmann and Jaeger 2010). Desde entonces, este número ha ido aumentando de 
manera constante, superando hoy en día las 5000 enzimas identificadas. Cabe destacar que solo el 
10% de estas enzimas han sido caracterizadas bioquímicamente, mientras que más del 90% han 
sido identificadas solo por similitud de secuencia.  

 

I.3. COMPUESTOS FENÓLICOS 

Los compuestos fenólicos o polifenoles son un amplio grupo de metabolitos originados a partir 
del metabolismo secundario de plantas, donde tienen un papel importante en la defensa frente a 
patógenos debido a su acción antimicrobiana y antifúngica y frente a factores abióticos estresantes 
como la radiación solar (Soto-Vaca et al. 2012). 
 

I.3.1. Clasificación de los compuestos fenólicos  

Los compuestos fenólicos se caracterizan por contener uno o más grupos hidroxilo unidos a un 
anillo de benceno (Sánchez-Maldonado et al. 2011). 
Según su estructura estos compuestos se clasifican de forma simplificada en flavonoides y no 
flavonoides (Tabla 1).  
 

I.3.1.1. Flavonoides 

Los flavonoides poseen una estructura general compuesta por un esqueleto difenilpirano C6-
C3-C6 organizado en dos anillos fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano 
heterocíclico. Los átomos de carbono de estos anillos se numeran mediante números ordinarios 
para los anillos A y C y números primos para el anillo B. Mientras que la gran mayoría de los 
flavonoides tienen su anillo B unido a la posición C2 del anillo C (Figura 7A), otros como las 
isoflavonas poseen su anillo B conectado en las posiciones C3 y C4 del anillo C, respectivamente 
(Figura 7B). El anillo A es sintetizado mediante la ruta de los poliacetatos y el anillo B junto con la 
unidad C3 a través de la ruta del ácido siquímico. Todos los flavonoides están compuestos por 
estructuras hidroxiladas en sus anillos aromáticos o lo que es lo mismo, estructuras polifenólicas. 
Los flavonoides se encuentran en su gran mayoría como glucósidos (moléculas compuestas por un 
glúcido y un compuesto no glucídico), aunque también pueden aparecer en su forma libre, llamadas 
agliconas (agrupamiento no glucídico de un heterósido), como sulfatos, dímeros o polímeros. Los 
glucósidos pueden aparecer de dos formas: como O-glucósidos ligados a carbohidratos a través de 
átomos de oxígeno (enlace hemiacetal), o como C-glucósidos ligados a carbohidratos mediante 
enlaces carbono-carbono, aunque los O-glucósidos son los componentes naturales mayoritarios. 
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Debido al patrón de hidroxilación y las variaciones en el anillo C, los flavonoides se pueden 
dividir en diferentes subgrupos: antocianinas, flavonoles, flavonas, flavanonas e isoflavonoides. 

Estos compuestos se diferencian entre sí por el número y la posición de sus grupos hidroxilos y 
por los distintos grupos funcionales que pueden presentar (metilos, azúcares, ácidos orgánicos). Las 
actividades biológicas de estos compuestos, incluida la actividad antioxidante, dependen tanto de la 
diferencia estructural como de los patrones de glicosilación. 
 
Tabla 1. Clasificación simplificada de los distintos tipos de polifenoles  
 

Tipo Subtipo  Ejemplos 

Flavonoides 

Antocianinas  Cianidina, leteolinidina 

Flavonoles  Kaempferol, Qercetina 

Flavonas  Apigenina, 
Luteolina 

Flavanonas  Naringenina 

Isoflavonoides 
Isoflavonas Genisteína, Daizdeína 

Isoflavanos  

Flavanoles 
Monómeros Catequina, Epicatequina 

Oligómeros y 
polímeros Taninos 

No flavonoides 

Ácidos fenólicos 

Derivados del ácido 
cinámico 

Ácido p-cumárico, 
Ácido cafeico, 
Ácido ferúlico 

Derivados del ácido 
benzoico 

Ácido gálico, 
Ácido protecatecuico 

Alcoholes fenólicos  Hidroxitirosol, 
3,4-dihidroxifenil glicol 

Lignanos  
Pinorresinol, 

1-acetoxipino- 
rresinol 

Estilbenos  Resveratrol 

 
Fuente: Ebrahimi and Schluesener (2012); Haminiuk et al. (2012) 

 
  A)           B) 

 
Figura 7. Estructura general de flavonoides (A) y de isoflavonas (B) 
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I.3.1.2. No flavonoides 

Los compuestos fenólicos no flavonoides o ácidos fenólicos se pueden dividir en dos tipos 
principales de compuestos, los derivados del ácido cinámico y los derivados del ácido benzóico. 
Los derivados del ácido cinámico son los más abundantes en la naturaleza y aparecen esterificados 
con azúcares, con alcoholes alifáticos, con ácido quínico (ácido clorogénico), con otros metabolitos 
secundarios (flavonoides) o amidificados (Kim et al. 2006b; Adom and Liu 2002). Los derivados 
del ácido benzoico también aparecen de forma abundante en la naturaleza y se presentan en su 
forma libre, como ácidos o aldehídos (vainillal, anisaldehído), o como combinados en formas 
heterosídicas. A este último grupo pertenece el ácido gálico, la unidad básica estructural de los 
taninos hidrolizables.  

Existen otros polifenoles no flavonoides presentes en los alimentos y considerados de elevada 
importancia para la salud humana. Por ejemplo, el resveratrol, perteneciente al grupo de los 
estilbenos, está presente en numerosas plantas y frutos y, sobre todo, en la uva y el vino tinto; los 
lignanos, presentes en el lino, sésamo y muchos granos; o el hidroxitirosol, un ácido fenólico 
descrito como un potente antioxidante presente en el aceite de oliva (Tomás-Barberan et al. 2000). 
 

I.3.1.3. Otros polifenoles 

Algunos polifenoles pueden tener sustituyentes funcionales que contienen nitrógeno. Estos 
compuestos fenólicos son conocidos como amidas polifenólicas y están presentes en alimentos 
comunes como avenantramidas en la avena (Katarina Bratt et al. 2003) y capsaicinoides presentes 
en chiles (Davis et al. 2007); estos últimos identificados como potentes antioxidantes y anti-
inflamatorios. 
 

I.3.2. Papeles biológicos e implicaciones 

Los compuestos fenólicos no son considerados como alimentos esenciales para los humanos, 
pero su ingesta a través de fuentes naturales como la fruta, la verdura, el vino, el té, el cacao o el 
aceite de oliva tiene un considerable impacto positivo para la salud, además de influir muy 
positivamente en la calidad y estabilidad de los alimentos, ya que actúan como colorantes, 
saborizantes y antioxidantes. 

Muchos estudios apoyan la importancia de los polifenoles en la prevención de enfermedades 
degenerativas, cánceres y enfermedades cardiovasculares (Milner 1994; Duthie and Brown 1994). 
Otros investigadores han indicado que una dieta rica en compuestos fenólicos está asociada a un 
mejor funcionamiento del tejido endotelial y a la inhibición de la agregación plaquetaria (Vita 
2005) con la consiguiente disminución de problemas coronarios. Su ingesta prolongada también 
está relacionada con un menor riesgo de padecimiento de enfermedades crónicas como la diabetes 
tipo II (Xiao and Högger 2015), enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Rodriguez-
Mateos et al. 2014) y el cáncer (Vauzour et al. 2010) además, de combatir procesos inflamatorios 
(Pounis et al. 2016). 

Así, por ejemplo, el aceite de oliva virgen extra, rico en polifenoles, es cada vez más 
importante en la dieta diaria debido a sus efectos beneficiosos sobre la salud humana. Así, existe un 
creciente interés en este tipo de compuestos, en especial aquellos que pueden ser obtenidos a partir 
de subproductos generados en la industria alimentaria. En este contexto, destaca el hidroxitirosol, 
que predomina tanto en las hojas como en el fruto del olivo (Olea europea), ya sea libre o en forma 
de derivado. 
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I.3.3. Aceite de oliva 

El aceite de oliva virgen es un producto procedente de la aceituna cuya obtención se lleva a 
cabo sólo mediante procedimientos mecánicos y físicos que no implican la alteración del aceite. 
Este procesamiento lo diferencia del resto de aceites vegetales, los cuales se someten a 
procedimientos químicos de refinado para ser aptos para el consumo (López-Beceiro et al. 2011). 

Los constituyentes del aceite de oliva pueden diferenciarse en dos grupos. La fracción 
mayoritaria (98,5-99%), compuesta fundamentalmente por triglicéridos y cantidades reducidas de 
ácidos grasos libres como mono o diglicéridos y la fracción minoritaria, que incluye a los 
denominados componentes minoritarios o fracción insaponificable, la cual comprende 
aproximadamente el 1% del peso (Servili and Montedoro 2002). Esta fracción obtenida tras la 
saponificación del aceite (Pocklington and Dieffenbacher 1988) está constituida por más de 230 
compuestos, entre ellos alcoholes alifáticos y triterpénicos, esteroles, hidrocarburos y compuestos 
volátiles, todos ellos responsables de la estabilidad del aceite y de sus características 
organolépticas. Entre estos compuestos minoritarios se distingue una fracción polifenólica que 
oscila entre 50-800 mg/l, y cuya concentración y contenido depende de factores como las 
condiciones de cultivo, variedad, grado de maduración del fruto y las condiciones de elaboración y 
almacenamiento del aceite (Martín-Peláez et al. 2013). Se han aislado gran variedad de compuestos 
procedentes de esta fracción, entre ellos flavonoides como la apigenina y la luteolina, lignanos 
como el pinorresinol y el 1-acetoxipinorresinol, alcoholes y ácidos fenólicos, y secoiridoides 
derivados del 2-(4’-hidroxifenil) etanol (tirosol, Ty) y 2-(3’,4’-dihidroxifenil) etanol 
(hidroxitirosol) (Gómez-Rico et al., 2007; Servili et al., 2007). 

La elaboración del aceite de oliva virgen ha evolucionado mucho a lo largo del último siglo, 
transcendiendo desde un sistema de prensado al actual sistema de centrifugación de dos fases (Roig 
et al. 2006) La producción de aceite mediante este sistema genera un único subproducto 
denominado alperujo, de consistencia semisólida y con un contenido en agua que oscila entre el 65-
70% (Alburquerque et al. 2006). 

 

I.3.4. Hidroxitirosol. Origen, aislamiento y propiedades biológicas 

El hidroxitirosol es considerado el compuesto con mayor capacidad antioxidante después del 
ácido gálico y uno de los antioxidantes más potentes entre los compuestos fenólicos presentes en el 
olivo (Lee Richards, 2014). Este compuesto (Figura 8) deriva directamente de la oleuropeína 20, la 
cual, durante el proceso de maduración y molienda de la aceituna se hidroliza dando lugar al 
aglicón de la oleuropeína 24, que a su vez se hidroliza a hidroxitirosol 1 y al ácido elenólico 25, 
según el proceso indicado en la Figura 9. 

Figura 8. Estructura del hidroxitirosol 
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Figura 9. Obtención del hidroxitirosol 1 a partir de la oleuropeína 20 
 

Entre los compuestos fenólicos más abundantes en el alperujo encontramos el hidroxitirosol y 
el 3,4-dihidroxifenilglicol, por lo que su aislamiento a partir de este abundante subproducto puede 
dar acceso a grandes cantidades de los mismos. El grupo de investigación dirigido por el Dr. Juan 
Fernández-Bolaños del Departamento de Biotecnología de Alimentos del Instituto de la Grasa 
(CSIC, Sevilla) ha desarrollado distintos procedimientos para lograr recuperar estos compuestos 
con un alto grado de pureza (Fernández-Bolaños et al. 2002; Felizón et al. 2000). Un primer 
procedimiento consiste en un pretratamiento hidrotermal del alperujo conocido como explosión al 
vapor (steam explosion), consiguiendo maximizar de esta forma el contenido de hidroxitirosol 
recuperable. Posteriormente, se ha conseguido escalar el proceso de aislamiento y purificación a 
escala semi-industrial (Fernández-Bolaños et al. 2002). Este proceso consiste en el empleo de un 
sistema de dos columnas, la primera con relleno de resina intercambiadora aniónica (consiguiendo 
hidroxitirosol con una pureza del 50%), y una segunda con relleno neutro polar. Esta doble 
purificación cromatográfica del alperujo tratado al vapor permite acceder al hidroxitirosol en 
grandes cantidades con una pureza del 99.6%. 

La actividad antioxidante del hidroxitirosol viene determinada fundamentalmente por su 
estructura y se debe tanto a un efecto quelante de iones metálicos como a un efecto captador de 
radicales libres (Francesco Visioli et al. 1998). Además, este compuesto ha demostrado tener una 
actividad antioxidante superior a la de otros antioxidantes conocidos como las vitaminas E y C 
(Gordon et al. 2001; Mateos et al. 2003; Bouaziz et al. 2005). Asociada a esta actividad han 
derivado multitudes de propiedades terapéuticas atribuidas al hidroxitirosol. Algunas de ellas 
detalladas a continuación:  
 

Actividad cardioprotectora  

Gran parte de las afecciones cardiacas son causadas debido a la formación de una placa 
aterosclerótica dentro de las arterias. El desarrollo de esta placa está motivado por la acumulación 
de LDL (Light Density Lipoprotein), el cual atraviesa el endotelio y se acumula en la capa interna 
de las arterias. Se ha demostrado que el hidroxitirosol puede reducir la expresión de moléculas de 
adhesión en las células endoteliales y la prevención de la oxidación de LDL (Fitó et al. 2007; 
Rafehi et al. 2012). Se cree además que el hidroxitirosol ejerce dicho efecto por otros mecanismos 
adicionales, inhibiendo o frenando la vía inflamatoria y/o enfermedades trombóticas tales como el 
infarto de miocardio, paradas cardiacas o muerte súbita cardiaca (Barderas et al. 2013). La EFSA 
(European Food & Safety Authority) aceptó en el año 2012 que el hidroxitirosol ejerce un efecto 
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protector de LDL frente a la oxidación por los radicales libres y previene el deterioro vascular 
producido por la arterioesclerosis (Schaffer et al. 2007). 

 

Actividad neuroprotectora 

La capacidad neuroprotectora del hidroxitirosol quedó demostrada tras someter al tejido 
cerebral de rata a un proceso de hipoxia-reoxigenación. Se comprobó que el hidroxitirosol tenía la 
capacidad de inhibir de manera dosis dependiente el flujo de lactato dehidrogenasa (LDH) 
(Cabrerizo et al. 2013; González-Correa et al. 2008). Numerosos estudios indican que el consumo 
de polifenoles reduce el riesgo de neurodegeneración y el declive cognitivo asociado a la edad. 
Concretamente, el hidroxitirosol es capaz de proteger a las células cerebrales frente a la 
peroxidación de los lípidos debido a que puede atravesar la barrera hematoencefálica (Schaffer et 
al. 2007).  

 

Actividad antimicrobiana  

La actividad antimicrobiana del hidroxitirosol ha sido evaluada in vitro frente a bacterias, virus 
y protozoos implicados en infecciones gastrointestinales y respiratorias (Bisignano et al. 1999). 
También ha sido comprobada su actividad antimicoplasmática frente a Mycoplasma pneumoniae, 
agente casual de la neumonía, y otras especies de la familia de los micoplasmas (Furneri et al. 
2004). Además, se ha determinado que los polifenoles procedentes del aceite de oliva tienen acción 
bactericida, actuando eficazmente in vitro frente a Helicobacter pylori, una bacteria relacionada 
con la formación de úlceras pépticas y con algunos tipos de cáncer de estómago (Concepción 
Romero et al. 2007). 

Se ha probado también que tanto el hidroxitirosol como la oleuropeína son inhibidores del 
VIH-1. Estos compuestos fenólicos previenen la fusión viral y la entrada del VIH en la célula 
huésped, constituyendo de esta manera el primer grupo de moléculas pequeñas capaz de llevar a 
cabo tanto la inhibición de la entrada viral como la integración del virus del SIDA (Liang et al. 
2009). Además, se ha demostrado que el hidroxitirosol desactiva otros tipos de virus, como los 
subtipos H3N2, H5N1, H9N2 y H1N1 del virus de la gripe, éste último correspondiente a la gripe 
A (Han et al. 2009; Yamada et al. 2009). 
 

Actividad anticancerígena  

El hidroxitirosol y los compuestos fenólicos del aceite de oliva han demostrado actividad en la 
prevención del cáncer de colon (Guichard et al. 2006), de mama (Sirianni et al. 2010; Bulotta et al. 
2013), de próstata (Luo et al. 2013) y del melanoma humano (Stefania D’Angelo et al. 2005). 

Se ha demostrado que estos compuestos fenólicos pueden reducir el riesgo de padecer cáncer 
debido a que minimizan el daño en el ADN, la peroxidación lipídica y la generación de ROS 
(Reactive Oxygen Species) (Omar 2010). Además, en los últimos años, se han llevado a cabo 
numerosos estudios en los que se ha correlacionado el consumo de aceite de oliva y la prevención 
del cáncer debido a su capacidad para detener el ciclo celular, reduciendo el crecimiento y la 
proliferación de células cancerosas e induciendo la apoptosis de células HL60 (leucemia 
promielocítica) y células HT29 (adenocarcinoma de colon) sin afectar a células no cancerosas 
(Fabiani et al. 2002; Waterman and Lockwood 2007). 
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Osteoporosis  

Se ha determinado que el hidroxitirosol interviene en el mantenimiento óseo, esta cualidad le 
permite poder ser empleado como un remedio efectivo para paliar diferentes síntomas de 
osteoporosis, debido a que su consumo favorece la estimulación de los depósitos de calcio e inhibe 
la formación de osteoclastos multinucleados, única célula capaz de reabsorber la matriz ósea 
calcificada (Hagiwara et al. 2011). 

 

Actividad antiinflamatoria y antiagregante plaquetario 

Los efectos del hidroxitirosol también han sido descritos en los procesos inflamatorios y la 
agregación plaquetaria en sangre de ratas y humanos (González-Correa et al. 2008; Reyes et al. 
2013). 

La inflamación está directamente relacionada con el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares y de la ateroesclerosis. Diversos estudios han concluido que los compuestos 
fenólicos reducen los niveles de marcadores de inflamación, tales como CRP (proteína c-reactiva), 
IL-1 (interleucina-1), IL-6, o TNF-α (factor de necrosis tumoral) (Wu and Schauss 2012). Se ha 
comprobado también que el consumo de hidroxitirosol participa en la inhibición de otros procesos 
como la agregación plaquetaria químicamente inducida, la acumulación del agente pro-agregante 
tromboxano en suero humano, la producción de leucotrienos y de la araquidonato lipoxigenasa 
(Francesco Visioli et al. 2002). Recientemente, se ha demostrado que el hidroxitirosol-20, un 
extracto de aceite de oliva con un contenido en hidroxitirosol del 20%, inhibe la hinchazón 
inflamatoria y la hiperalgesia, es decir, la sensibilidad al dolor, y suprime la citoquina pro-
inflamatoria en modelos llevados a cabo en ratas (Gong et al. 2009). 

También se ha estudiado el efecto del hidroxitirosol a través de la medición de iNOS y la 
COX-2 en macrófagos de ratón J774 previamente estimulados con lipopolisacárido, induciendo un 
aumento de la iNOS, COX-2 y el nivel de proteínas. La presencia de hidroxitirosol disminuyó los 
niveles de estos compuestos además de boquear la activación del NF-kB, transductor de la señal 
nuclear, activador de la transcripción-1 alfa y el factor d1 regulador de interferón (Zhang et al. 
2009). 
 

I.3.5. 3,4-Dihidroxifenilglicol. Origen, aislamiento y propiedades biológicas 

El 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG) 4 es un compuesto fenólico con una estructura muy similar 
al hidroxitirosol, pero con un grupo hidroxilo adicional en posición bencílica (Figura 10). 

 

 
Figura 10. Estructura del DHPG 

 
El DHPG es un componente natural de la aceituna (Rodríguez et al. 2009). Se ha detectado en 

pequeñas cantidades en el aceite de oliva (Lama-Muñoz et al. 2013) encontrándose en mayor 
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proporción en el alperujo (Rodríguez et al. 2009). En la aceituna se encuentra fundamentalmente en 
forma del glicósido β-hidroxiacteósido (Figura 11A). En extractos vegetales del género Orobache 
(Pieretti et al. 1992), muy utilizados por la medicina tradicional oriental (china, japonesa y coreana) 
debido a sus propiedades antiproliferativas, anti-inflamatorias y neuroprotectoras (Nishibe 2002) el 
DHPG se encuentra formando parte del orobanchósido (Figura 11B). Es por ello, que resulta de 
interés no sólo el desarrollo de métodos de aislamiento y purificación del DHPG, sino también de 
sus derivados. 

 
 A)           (B) 

 
Figura 11. Estructura química del glicósido β-hidroxiacteósido (A) y del orobanchósido (B) 

 
Actualmente, existe un único procedimiento de obtención de DHPG a partir de alperujo 

diluido en agua desarrollado por el grupo del Dr. Juan Fernández-Bolaños a escala de planta piloto. 
El método permite obtener 10 g de DHPG de alta pureza a partir de 250 kg de alperujo (Fernández-
Bolaños Guzmán et al. 2008). 

La actividad biológica del DHPG ha sido poco estudiada, aunque hay estudios que confirman 
que es un potente antioxidante, con una actividad incluso superior a la del hidroxitirosol, entre 2-3 
veces superior a la del ácido ascórbico en agua y de actividad similar a la vitamina E en medios 
lipídicos (Rodríguez et al. 2007). Por este motivo, se pueden predecir ciertas capacidades 
terapéuticas similares a las del hidroxitirosol atribuido a su potencial para atrapar radicales libres y 
como agente protector frente al daño oxidativo. El análisis proteómico de sangre y tejidos de ratas 
demostró que el hidroxitirosol y el DHPG lograban disminuir la actividad de la aldehído 
deshidrogenasa mitocondrial y hepática, además de aumentar la actividad de la superóxido 
dismutasa, todo ello a pesar de que la actividad antioxidante in vivo era moderada. Esto sugiere un 
mecanismo de interacción entre los compuestos fenólicos y las enzimas u otras moléculas que las 
activen, lo que puede representar un nuevo punto de vista en la forma de entender su actividad 
biológica más allá de su actividad antioxidante (Rodríguez-Gutiérrez et al. 2012). 
 

I.3.6. Oleuropeína. Origen, aislamiento y propiedades biológicas 

La oleuropeína 20 (Figura 12) es un glucósido secoiridoide que esterifica una unidad de 
hidroxitirosol. Este compuesto es el responsable del sabor amargo de las aceitunas no procesadas 
(Shasha and Leibowitz 1961) y constituye el componente fenólico mayoritario de las hojas de 
olivo, el hueso, el mesocarpio (o pulpa) y la piel de la aceituna. El término secoiridoide hace 
referencia al fragmento monoterpénico que en la oleuropeína une el hidroxitirosol y la glucosa. 
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Figura 12. Estructura química de la oleuropeína 

 

La oleuropeína se considera precursor de otras biomoléculas presentes en el aceite de oliva y el 
alperujo como la oleaceína, el aglicón de la oleuropeína y el hidroxitirosol. La acción de enzimas 
como β-glucosidasas, desmetilasas, descarboxilasas y lipasas presentes en el olivo son 
directamente las responsables del origen de estas biomoléculas durante la molturación y el batido 
del fruto.  

La obtención de la oleuropeína se lleva cabo mediante la extracción con disolventes a partir de 
las hojas de olivo secas y trituradas (Romani et al. 2017). 

Numerosos estudios demuestran que la oleuropeína es un potente antioxidante (Visioli et al. 
1998; Visioli and Galli 1994; Coni et al. 2000) además de poseer propiedades antiinflamatorias 
(Giamarellos-Bourboulis et al. 2006). Se ha demostrado también que este compuesto está 
implicado en diferentes efectos beneficiosos relacionados con trastornos cardiovasculares, así como 
su implicación en procesos vasodilatadores, anti-agregación plaquetaria (Singh et al. 2008) o anti-
isquémicos (Andreadou et al. 2006). De manera similar a lo comentado sobre la actividad biológica 
del hidroxitirosol, la oleuropeína ha demostrado tener efectos anti-proliferativos (Barbaro et al. 
2014; Vanella et al. 2012) y pro-apoptóticos (Han et al. 2009) sobre diferentes líneas celulares de 
cáncer en ratas envejecidas, además de actuar frente a procesos de angiogénesis necesarios para el 
crecimiento de nuevos tumores (Scoditti et al. 2012). Por otra parte, existen estudios que implican a 
la oleuropeína en procesos que frenan enfermedades degenerativas. En este contexto, la 
administración intraperitoneal de oleuropeína, conduce a una disminución de la oxidación lipídica 
de las neuronas, así como a una mayor supervivencia de las mismas (Sarbishegi et al. 2014). 
 

I.4. LIPOFILIA Y FARMACOCINÉTICA DE COMPUESTOS FENÓLICOS 

Como ya se ha comentado, existen numerosos estudios epidemiológicos y científicos sobre las 
propiedades beneficiosas de los compuestos fenólicos en la salud. Sin embargo, existe una cierta 
disparidad entre los resultados encontrados in vitro o ex vivo, y los obtenidos in vivo. Esta 
discrepancia viene motivada por las evidencias que resaltan que los polifenoles presentan cierta 
pérdida de efectividad en su acción terapéutica dependiendo de la complejidad del organismo 
sometido a estudio. En general, para facilitar la secreción de cualquier molécula extraña, las células 
tienden a aumentar la polaridad del compuesto, consiguiendo con esto minimizar la absorción de 
las moléculas por parte de los tejidos y órganos de modo que la mayor parte del tiempo quedan 
disueltos en la sangre hasta ser eliminados por la orina.  

La fase I de excreción de fármacos está basada en la ruptura de ésteres por mediación de 
esterasas, oxidación de cadenas alifáticas, alquenos y anillos aromáticos, procesos llevados a cabo 
por el citocromo P450, oxidación de heteroátomos como N y S en las que intervienen 
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monooxigenasas y la reducción de carbonilos y dobles enlaces C-C catalizada por reductasas 
(Patrick, 2018). 

La fase II comprende las reacciones de conjugación (sulfonación, glucuronidación y acilación) 
de los metabolitos procedentes de la primera fase con sulfato, ácido glucurónico y aminoácidos, 
entre otros. Estas reacciones catalizadas por distintas transferasas convierten los metabolitos en 
moléculas mucho más polares y los inactivan por completo (Patrick, 2018). 

La rápida eliminación de estas moléculas por la orina impide desplegar parte del potencial 
terapéutico de los fármacos. Como ejemplo, se ha determinado que la cantidad máxima de 
hidroxitirosol en sangre es alcanzada tan sólo tras 5-10 minutos después de su ingestión vía oral, a 
partir de ese momento sufre una rápida disminución (D’Angelo et al. 2001), mostrando una vida 
media plasmática o vida media de eliminación de 2.4 h (Miro-Casas et al. 2003).  

Durante los últimos años se han realizado muchos esfuerzos en la búsqueda de nuevos 
compuestos fenólicos o en la modificación estructural de los previamente conocidos para 
incrementar su estabilidad. En este contexto, se ha comprobado que los compuestos fenólicos 
pueden sufrir modificaciones enzimáticas en su estructura, confiriéndoles una mayor estabilidad, 
así como propiedades mejoradas respecto a su capacidad antioxidante, manteniendo a su vez las 
propiedades del compuesto original y mejorando su biodisponibilidad. El aumento de lipofília 
confiere finalmente una mayor resistencia a la degradación. En muchas ocasiones, este fenómeno 
puede ser asociado a un incremento de la biodisponibilidad, suponiendo una optimización de sus 
propiedades biológicas, hecho que ha sido comprobado recientemente con los éteres derivados del 
hidroxitirosol (Calderón-Montaño et al. 2013). 

 

1.5. CARBOHIDRATOS 

Los carbohidratos representan las biomoléculas más abundantes en la naturaleza y la principal 
fuente de energía para los seres vivos. Entre sus funciones más relevantes se encuentra su papel en 
el  almacenamiento de energía y ser componentes claves de la pared celular, del exoesqueleto de 
artrópodos y de diferentes órganos animales (Caffall and Mohnen 2009). 

A parte de ser considerados una fuente de energía clave, en la dieta humana están 
estrechamente relacionados con el desarrollo y mantenimiento de la microbiota intestinal (Porter 
and Martens 2017), a la vez que participan en la prevención y tratamiento de diferentes 
enfermedades gastrointestinales (Mima et al. 2017; Wang et al. 2017). Otras aplicaciones en 
industrias diferentes a la alimentaria van desde las más tradicionales en empresas textiles y 
papeleras hasta las más novedosas relacionadas con la producción de biocombustibles (Favaro et 
al. 2017; Goldemberg 2008). 
 

1.5.1. Estructura de carbohidratos  

Los carbohidratos o hidratos de carbono (Cn (H2O)n) son moléculas formadas por átomos de 
carbono y moléculas de agua. Normalmente aparecen en la naturaleza de forma libre o conjugados 
con proteínas y lípidos (glicoconjugados). En estos glicoconjugados, los carbohidratos son en la 
mayoría de los casos, responsables de la solubilidad, estabilidad y de las interacciones de la 
molécula (Ghazarian et al. 2011). 

El monosacárido más común es la D-glucosa (C6H12O6) y representa la principal fuente de 
energía para la mayoría de las células, además de ser un importante intermediario metabólico. 
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Químicamente puede presentar tres estructuras diferentes; una estructura lineal o abierta (acíclica) 
y dos estructuras cerradas (cíclica) que forman anillos de 5 o 6 átomos (furanosa y piranosa 
respectivamente). La forma predominante en la naturaleza es la forma piranosa. Cuando esta 
molécula se cicla, se crea un nuevo centro de asimetría respecto a la estructura líneal, dando lugar a 
dos estructuras diferentes, la α-D-glucopiranosa y la b-D-glucopiranosa (Figura 13). Al C-1 se le 
denomina carbono anomérico y las formas α y b son anómeros. Aunque las tres estructuras 
responden a la misma fórmula molecular, son estructuras químicas diferentes con distintas 
estabilidades relativas. Una estructura prevalece sobre la otra dependiendo del medio en que se 
encuentren. Así la glucosa cristaliza preferentemente en la forma α-D-glucopiranosa, siendo 
también la forma más estable en estado gaseoso, mientras que en disolución acuosa la forma 
predominante es la b-D-glucopiranosa (Embuscado, 2019). 
 

 
Figura 13. a) Estructura lineal de la D-Glucosa. b) y c) Estructura cíclica de los anómeros de la D-
glucosa  

 

La trehalosa (α-D-glucopiranosil (1,1) -α-D-glucopiranósido) es un disacárido formado por 
dos moléculas de glucosa. Se trata de un disacárido no reductor y no hidrolizable fácilmente en 
medios ácidos (Jain and Roy 2009). Está molécula presenta gran estabilidad debido a la 
combinación de su estructura molecular y sus propiedades fisicoquímicas (Elbein 1974). La 
trehalosa es una molécula ampliamente distribuida en la naturaleza y ha sido aislada de gran 
variedad de organismos como bacterias (Murphy et al. 2005), hongos (Noventa-Jordão et al. 1996), 
levaduras (De Virgilio et al. 1994) y organismos superiores como plantas (Blázquez et al. 1998). 
La trehalosa constituye también una de las fuentes de reserva de energía más importantes, además 
de estar implicada directamente en la protección de las membranas celulares frente a un 
determinado estrés abiótico (Crowe et al. 1992). Además, se ha comprobado que este disacárido es 
un componente esencial de los glucolípidos de corinebacterias y micobacterias (Elbein, 1974). La 
función protectora de esta molécula ha sido atribuida principalmente a sus propiedades en estado 
sólido y solución acuosa (Jain and Roy 2009). Estas características hacen de la trehalosa una 
molécula de gran interés en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica debido a su papel en 
la estabilización de proteínas y lípidos (Komes et al. 2005), además de ser utilizada como 
estabilizante de enzimas y tejidos (Ohtake and Wang 2011). 
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La sacarosa (α-D-glucopiranosil (1→2) -b-D-fructofuranósido) es otro disacárido constituido 
por una D-glucosa unida mediante un enlace glucosídico a una b-D-fructosa. Este disacárido se 
encuentra abundantemente en plantas como la remolacha y la caña de azúcar, usada a gran escala 
para la producción de etanol (Goldemberg 2008). Esta molécula se usa ampliamente en 
alimentación humana como edulcorante, y en menor medida como sustrato para la síntesis de 
prebióticos. Se trata de un carbohidrato no reductor, muy soluble en agua y gran capacidad de 
cristalización. Se extrae industrialmente a partir de la caña de azúcar y de la remolacha (Queneau et 
al. 2007). 

Es bien conocido que los carbohidratos son biomoléculas que intervienen en una amplísima 
variedad de procesos fisiológicos y patológicos. Por ejemplo, están involucrados en procesos de 
señalización celular (Mesnage et al. 2014), infección (Craig-Barnes et al. 2010) o metástasis celular 
(Van Slambrouck et al. 2014) y poseen una importante capacidad terapéutica ya que actúan como 
glicomiméticos en enfermedades metabólicas (Compain 2018), como antivirales (Wang et al., 
2013), anticancerígenos (Pastuch-Gawołek et al. 2016) o formando parte de vacunas (Jones 2015). 

 

I.6. BIOCATÁLISIS VS SÍNTESIS QUÍMICA  

Para obtener determinados compuestos químicos de alto valor añadido como fármacos, 
productos agroquímicos o cosméticos, es necesario en ciertas ocasiones llevar a cabo una serie de 
transformaciones altamente regio, quimio y/o estereoselectivas (Bastian et al. 2012). Para ello, es 
habitual recurrir a largas y tediosas rutas sintéticas basadas en la protección y desprotección 
selectiva de ciertos grupos funcionales (Wong and Zimmerman 2013), que suponen un gran 
número de etapas de síntesis y el elevado consumo de catalizadores (Denmark and Ambrosi 2015) 
y/o reactivos caros y tóxicos. En este contexto, la biocatálisis se convierte en una alternativa útil 
respecto de los métodos clásicos de síntesis química (Yoshida 2016; Bernini et al. 2008). 

En los últimos años, la biocatálisis ha experimentado un intenso desarrollo centrado en la 
búsqueda de microorganismos (aislados de la naturaleza y modificados genéticamente) que 
produzcan enzimas de interés biotecnológico. En este contexto, el uso de lipasas/esterasas para 
obtener derivados lipófilos a partir de compuestos fenólicos puede conllevar un ahorro tanto en el 
número de etapas sintéticas como en lo económico, facilitando también el uso de reactivos 
“verdes”. Sin embargo, su uso no se encuentra tan extendido en el campo de los carbohidratos.  

En general, las enzimas lipolíticas pueden ser utilizadas como biocatalizadores en 
transformaciones de interés biotecnológico, razón que ha permitido que sean ampliamente 
utilizadas en la industria con diferentes aplicaciones: 

§ En la industria alimentaria, las enzimas lipolíticas se emplean en la modificación de la 
composición de ácidos grasos en triglicéridos, consiguiendo por ejemplo un producto con 
las mismas características que la manteca del cacao a partir de aceite de palma, pero con la 
incorporación de ácidos omega-3 a los lípidos, con la consiguiente mejora en las 
propiedades saludables. También son utilizadas para la síntesis de ésteres responsables del 
aroma y el sabor de determinados alimentos (Adlercreutz 2013). 
 

§ En la producción de biosurfactantes como el ácido araquidónico de aplicación en la 
industria alimentaria, cosmética y farmacéutica (Singh et al. 2007). 
 

§ En la industria papelera, para la eliminación de las resinas de pulpa del papel (Sharma and 
Kanwar 2014).  
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§ En la industria de detergentes, se usan como aditivos para eliminar manchas de grasa en 

combinación con proteasas y celulasas (Niyonzima and More 2015). 
 

§ Es conocido su interés medioambiental en la síntesis de biopolímeros (Nagarajan et al. 
2012), producción de biodiesel (Adlercreutz 2013) y en el tratamiento de residuos y 
biorremediación (Sharma, 2012; Escobar-Niño et al. 2014). 
 

§ Construcción de biosensores, por ejemplo, para la determinación de ácidos grasos en 
alimentos (Schoemaker et al. 1997). 
 

§ Resolución de antibióticos como nitroimidazoles (Skupin et al. 1997). 
 

I.6.1. Acilaciones y enzimas implicadas 

La acilación corresponde al proceso químico en el cual se lleva a cabo la adición de grupos 
acilo a un compuesto concreto con el fin de producir o generar compuestos más estables. Este 
proceso puede llevarse a cabo mediante biosíntesis química y/o la utilización de enzimas 
específicas. En comparación con los métodos químicos, el enfoque enzimático es más idóneo para 
estas modificaciones debido a la regioselectividad de las enzimas y la posibilidad de finalizar el 
proceso a temperaturas y presiones moderadas. Entre las enzimas más utilizadas en este proceso se 
encuentran las acil transferasas, lipasas y esterasas (Chebil et al. 2007).  
 

I.7. EL GÉNERO Bacillus 

El género Bacillus fue descrito por primera vez en el año 1872 por Ferdinand Cohn (Cohn, 
1872). Este género pertenece a la familia Bacillaceae (orden Bacillales: División Firmicutes) 
(Harwood 1989a). Desde una perspectiva histórica, la taxonomía del género Bacillus fue 
determinada en una primera clasificación basándose en criterios morfológicos, de esporulación y 
movilidad (Cohn, 1876). En una segunda clasificación descrita en el Manual de Bergey (Winslow 
1920) los integrantes de la familia Bacillaceae fueron definidos como organismos con morfología 
de bacilos, productores de endosporas, Gram positivos, con flagelos perítricos, la mayoría de ellos 
saprófitos, con capacidad para hidrolizar la gelatina, formadores de colonias rizoides y portadores 
de un sistema enzimático proteolítico. 

Desde entonces, se han producido importantes cambios taxonómicos y como consecuencia, 
actualmente la familia alberga representantes del género Bacillus y otros géneros más recientes con 
una nomenclatura estrechamente relacionada, como por ejemplo Paenibacillus, Geobacillus y 
Halobacillus (Galperin 2013). Debido a la gran cantidad de nuevas cepas aisladas del medio 
ambiente, hoy en día se siguen describiendo constantemente nuevos géneros. En el año 2009, se 
incluyeron 31 géneros pertenecientes a la familia Bacillaceae en el Manual de Bacteriología 
Sistemática de Bergey (Logan et al. 2009), 2 años después, Logan y Halket (Logan and Halket 
2011) indicaron la existencia de 5 géneros más en esta familia.  

Actualmente, el género Bacillus, con 377 especies y 8 subespecies (Caulier et al. 2019) es el 
género más amplio dentro de la familia Bacillaceae. Aún así, existe una continua incorporación de 
nuevas especies que se reclasifican en nuevos géneros.  
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El contenido en G+C del DNA del género Bacillus varía en un intervalo comprendido entre 32 
mol%, correspondiente a la especie B. cereus y 69 mol% de B. thermocatenulatus. Además de las 
diferencias genotípicas, existen grandes diferencias fenotípicas (Claus and Berkeley 1986), 
haciendo de este género un grupo muy heterogéneo genética y fisiológicamente. 

Hoy en día, la secuencia parcial del gen del ARNr 16S y los patrones de restricción de ARNr 
16S (Joung and Côté 2002) son muy útiles para una rápida identificación o clasificación de 
especies de este género y géneros relacionados.  

Otro carácter a tener en cuenta como criterio quimiotaxonómico para la identificación 
bacteriana es el patrón de ácidos grasos, ya que difícilmente se ve afectado por mutaciones 
(Bertone et al. 1996). En el género Bacillus, el perfil de lípidos celulares observado tiene un patrón 
en el que predominan ácidos grasos metil, ramificados en posición iso con alrededor de 12 a 17 
átomos de carbonos. Los ácidos grasos bacterianos más comunes, mirístico y palmítico, son los 
menos observados en el género Bacillus, aunque la proporción de todos los ácidos grasos varía en 
función de las características genéticas, fisiológicas y las condiciones de cultivo, así como la fase 
de crecimiento en la que los microorganismos se encuentren (Kaneda 1977). Por otra parte, con la 
excepción de las especies B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. insolitus, B. psychrophilus y 
B. globisporus, las especies de Bacillus producen una pequeña cantidad de ácidos grasos 
insaturados (Kaneda 1977). 
 

1.7.1. Biología y ecología del género Bacillus 

Los microorganismos pertenecientes al género Bacillus son bacterias Gram-positivas que 
poseen una morfología alargada, ubicuas en la naturaleza y que pueden ser tanto aerobias estrictas 
como anaerobias facultativas. Son organismos tanto de vida libre como especies patógenas e 
incluso algunas de ellas forman parte de la microbiota intestinal humana (Ilinskaya et al. 2017). 
Como característica principal, este género posee la habilidad de producir endosporas con 
morfología oval o cilíndrica bajo condiciones ambientales de estrés (físicas o químicas) (Smith and 
Gordon, 1952). Estas estructuras poseen la capacidad de diseminarse en el aire y migrar grandes 
distancias, siendo ubicuas en muchos ambientes. 

El género Bacillus se encuentra ampliamente distribuido. Suelen encontrarse en el suelo, agua 
dulce y salada, materia vegetal en descomposición, incluso en desiertos y la Antártida. Además, 
presentan una amplia diversidad de capacidades fisiológicas, existiendo especies psicrófilas y 
termófilas, aunque la mayoría son mesófilos. También se han encontrado especies acidófilas, 
alcalófilas e incluso halotolerantes (Villarreal-Delgado et al. 2018). 
 

I.7.2. Importancia industrial del género Bacillus 

Bacillus es uno de los géneros bacterianos con mayor actividad bioquímica referenciada en la 
literatura científica mediante el uso de los productos de su metabolismo para diferentes procesos 
industriales. La especie tipo del género es B. subtilis (Cohn, 1872). El desarrollo de la genética ha 
permitido la transformación de esta bacteria (Spizizen 1958), favoreciendo su papel como 
organismo modelo para muchos estudios de laboratorio en el campo de la biotecnología. Por todo 
ello, la secuenciación completa de su genoma se hizo esencial (Kunst et al. 1997). Es habitual que 
los microorganismos presenten unas condiciones de cultivo y producción enzimática específica 
difíciles de reproducir, dificultando de esta manera la obtención del producto deseado. Este 
obstáculo, hace necesaria la búsqueda de microorganismos hospedadores que produzcan estas 
sustancias deseadas en condiciones y en cantidades adaptadas a la industria. Escherichia coli, como 
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organismo Gram-negativo y B. subtilis, como Gram-positivo, son los más utilizados como 
hospedadores para estos fines biotecnológicos. Mientras que E. coli presenta endototoxinas, que 
complican los procesos (Mamat et al. 2015; Rueda et al. 2014). B. subtilis salva este problema 
hasta el punto de ser considerado como un organismo GRAS (Generally Recognized As Safe), 
siendo muy generalizado su uso en la industria, concretamente en la industria alimentaria 
(Westbrook et al. 2018). Además, B. subtilis es muy útil en biotecnología debido a su capacidad 
para secretar y exportar directamente proteínas al medio (Zhang et al. 2017). Este hecho unido a 
que posee una gran diversidad metabólica, una baja incidencia de patogenicidad y a la capacidad de 
ciertas especies de tolerar amplios márgenes de temperatura y pH, han permitido su uso para una 
gran variedad de procesos industriales, convirtiendo a este grupo en una importante fuente de 
enzimas comerciales (Nawawi et al. 2017; Latorre et al. 2016). 

Hoy en día las diferentes especies del género Bacillus son usadas principalmente para la 
producción de cuatro principales tipos de productos:  

 

1) Producción de enzimas 

Al ser considerados organismos GRAS y debido a su capacidad para la producción de 
enzimas, a la efectividad de la función y la termoestabilidad que presentan, este género constituye 
una herramienta muy útil en ingeniería genética (Dong and Zhang 2014). La mayoría de las 
enzimas producidas por estos organismos son proteasas, las cuales se caracterizan porque se 
secretan durante las fases post-exponencial y estacionaria y se inducen por determinados 
compuestos. Su producción es dependiente tanto de componentes del medio como de condiciones 
físico-químicas (Contesini et al. 2018; Biswanath, 2018). Estas proteínas tienen una importante 
implicación industrial debido a su participación en diferentes procesos metabólicos celulares y a su 
capacidad para hidrolizar proteínas (Gupta et al. 2002; Warneck and Wisdom 1994) 

Aunque se conocen un gran número de carboxiesterasas del género Bacillus, pocas han sido 
usadas para la síntesis de compuestos puros debido a su tioselectividad. Dentro de este contexto se 
ha caracterizado una carboxiesterasa de B. subtilis utilizada para la resolución de (R,S)-ibuprofeno 
metilester y (R,S)-naproxen metilester. También se ha determinado la hidrolisis selectiva de 
esteres etílicos y metílicos de los compuestos mencionados anteriormente por parte de una esterasa 
producida por Bacillus thai (Warneck and Wisdom ,1994). 

Se ha determinado también la capacidad de ciertas enzimas producidas por el genero Bacillus 
de desacetilar compuestos β-lactámicos. (Mitsushima et al. 1991; Knauseder et al. 1999). 

 
En la tabla 2 se muestran algunos de los genes de interés industrial que son responsables de la 
producción de carbohidratos, lípidos y proteínas de degradación en el género Bacillus. 

 

Tabla 2. Genes y enzimas del género Bacillus con interés industrial 

Gen Enzima 

abfA α-L-Arabinofuranosidasa 

abnA Arabinan-endo 1,5-L-arabinasa 

bglC Endo-1,4-β-glucanasa 

bglH β-Glucosidasa 
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Gen Enzima 

bglS Endo-1,3- y -1,4-β-glucanasa 

csn Chitosanasa 

lacA β-Galactosidasa 

sacB Levana sacarasa 

sacC Levanasa 

pel Pectato liasa 

pelB Pectato liasa 

yhlE Glucanasa 

yjeA Endo-1,4-β-xylanasa 

ykfC α- amilasa 

ykvQ Chitinasa 

ynfF Endo-xylanasa 

yrhO Cyclodextrina 

yvdF Glucano 1,4-α-maltohidrolasa 

yvfO Arabinogalactano endo-1,4-β-galactosidasa 

yvpA Pectato liasa 

yxiA Arabinosidasa 

nprE Metaloproteasa extracelular neutra 

aprE Proteasa extracelular alcalina 

epr Proteasa extracelular 

pepT Peptidasa T 

vpr Proteasa extracelular 

yrrN Proteasa 

yrrO Proteasa 

lipA Lipasa 

lipB Lipasa 

Fuente: Schallmey et al. (2004) 
 
En la tabla 2 se muestran algunos de los genes de interés industrial que son responsables de la 
producción de carbohidratos, lípidos y proteínas de degradación en el género Bacillus. 
 
2) Producción de antimicrobianos y vacunas 

Los primeros análisis destinados a la obtención de vacunas se han centrado en el estudio de B. 
subtilis, más concretamente en el estudio de sus esporas debido a la presencia de antígenos 
heterólogos en su superficie (Isticato et al. 2001). Además, se ha demostrado que muchas especies 
del género Bacillus producen una amplia variedad de antimicrobianos, aunque aun no se ha 
determinado concretamente su efecto (Urdaci and Pinchuk, 2004; Caulier et al. 2019). 
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3) Suplementos alimenticios 

Otra aplicación derivada del uso de esporas de Bacillus ha sido la utilización de éstas como 
probióticos. El uso de estos productos ha tomado recientemente mucha relevancia en la agricultura 
y la ganadería y como alternativa a los antibióticos. Numerosos productos que contienen esporas de 
las especies no patógenas de Bacillus son usados con diferentes usos clínicos (Zhu et al. 2016; 
Elshaghabee et al. 2017; Xu et al. 2018). 

 

4) Productores de biosurfactantes 

Los biosurfactantes desarrollan un papel crucial en la industria farmacéutica, textil, cosmética 
y en procesos de recuperación de residuos (Banat et al. 2000). Algunas especies del género Bacillus 
como B. subtilis, y B. pumilus producen biosurfactantes con propiedades detergentes, 
emulsificantes, antiespumantes y dispersantes además de reducir la tensión superficial y la 
interfacial (Heryani and Putra 2017; Sarwar et al. 2018). 
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II.  OBJETIVOS 

 
El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido la identificación y el aislamiento 

de enzimas bacterianas para la modificación y mejora de compuestos bioactivos.  
  
Los objetivos concretos de este trabajo han sido los siguientes: 
 
1. Selección de microorganismos lipolíticos capaces de llevar a cabo biotransformaciones sobre 
diferentes sustratos abriendo nuevas perspectivas biotecnológicas. 
 
2. Identificación, purificación y caracterización de las enzimas extracelulares de Bacillus sp. 
HR216 responsables de las actividades lipolíticas. 
 
3. Caracterización molecular de los motivos funcionales de la enzima AE6L. Construcción de 
mutantes de AE6L con actividades catalíticas mejoradas. 
 
4. Modificación enzimática regioselectiva de compuestos fenólicos y carbohidratos con la finalidad 
de obtener nuevos derivados fenólicos con bioactividades mejoradas. 
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III.  MATERIALES Y MÉTODOS 

  

III.1. CEPAS BACTERIANAS 

 

En la Tabla 3 se muestra las cepas bacterianas utilizadas durante este trabajo. 

Tabla 3. Cepas bacterianas 

Cepas bacterianas Características Referencia 

Escherichia coli DH5⍺ F-, lacZΔM15, recA1, 
hsdR17, supE44Δ (lacZYA argF) NalR 

Hanahan 

(1983, 1985) 

Escherichia coli BL21 (DE3) F– ompT hsdSB (rB– mB–) gal dcm (DE3) Novagen 

Bacillus sp. HR21-6 
 

Sánchez et al., 2016 

 

III.2. ENZIMAS COMERCIALES  

Se utilizaron 3 enzimas comerciales en este estudio. TLL; lipasa producida por Thermomyces 
lanuginosus (Sigma-Aldrich). CALB; lipasa producida por Candida antárctica (Sigma-Aldrich). 
BCL; lipasa producida por Burkholderia cepacia (Sigma-Aldrich). 

 

III.3. PLÁSMIDOS 

Los plásmidos utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 4 

 

Tabla 4. Plásmidos utilizados 

Plásmido Hospedador Características Referencia 

pMAB36 Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

T7 promotors, aadAR Biomedal 

pMAB36-AE6L-6xHis Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB36- AE6L -
6xHis aadAR con un fragmento de 
26 kDa conteniendo la ORF de la 
esterasa AE6L de Bacillus sp. 
HR21-6 

Este trabajo 
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Plásmido Hospedador Características Referencia 

pMAB-AE6LS9A Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB-AE6L-6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kb 
conteniendo la ORF de la esterasa 
AE6L con una mutación puntual en 
el aa Ser10 

Este trabajo 

pMAB-AE6LG45A Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB-AE6L6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kb 
conteniendo la ORF de la esterasa 
AE6L con una mutación puntual en 
el aa Gly45 

Este trabajo 

pMAB-AE6LN77A Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB-AE6L-6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kDa 
conteniendo la ORF de la esterasa 
AE6L con una mutación puntual en 
el aa D77 

Este trabajo 

pMAB-AE6LD182A Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB-AE6L-6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kDa 
conteniendo la ORF de la esterasa 
AE6L con una mutación puntual en 
el aa D182 
 

Este trabajo 

pMAB-AE6LH185A Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

 

 

Derivado de pMAB- AE6L -6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kDa 
conteniendo la ORF ORF de la 
esterasa AE6L con una mutación 
puntual en el aa D182 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

de la esterasa AELA con una 
mutación puntual en el aa H185 

Este trabajo 

pMAB-AE6LS98A Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB-AE6L-6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kDa 
conteniendo la ORF de la esterasa 
AE6L con una mutación puntual en 
el aa S96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Este trabajo 

pMAB-AE6LE26Q Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB-AE6L-6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kDa 
conteniendo la ORF de la esterasa 
AE6L con una mutación puntual en 
el aa E26 

Este trabajo 

pMAB-AE6LT184A Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB-AE6L-6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kDa 
conteniendo la ORF de la esterasa 
AE6L con una mutación puntual en 
el aa T184 

Este trabajo 

pMAB-AE6LT11A Escherichia coli 

BL21 (DE3) 

Derivado de pMAB -AE6L-6xHis 
aadAR con un fragmento de 26 kDa 
conteniendo la ORF de la esterasa 
AE6L con una mutación puntual en 
el aa T11 

Este trabajo 
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III.4. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO  

La preparación de los diferentes medios de cultivo se llevó a cabo ajustando el pH con NaOH 
1 N (para un pH final de 7-7,5) o con HCl al 37% (para un pH final de 5,5-6) y se esterilizaron 
posteriormente en un autoclave durante 20 minutos a 120oC. Para la preparación de los medios de 
cultivo sólidos se añadió Bacto-Agar (Difco) a una concentración del 2 %. 

 

III.4.1. Medios de cultivo para la selección de actividad lipolítica 

Para el estudio de la actividad lipolítica se utilizaron cinco medios de cultivo adicionados con 
tributirina 0,5% (p/v). La tributirina es un triglicérico compuesto de ácido butírico y glicerol. Al 
tratarse de un triacilglicerol insoluble en agua fue necesaria su emulsión con el medio, utilizando 
un sonicador (Branson Sonifier 250). Los medios usados para el crecimiento de las células 
lipolíticas y detección de esta actividad fueron Luria Bertani (LB) (Difco), Potato Dextrose Broth 
(PDB) (Difco), 9KA y 9K Gamp. La solución 9K se preparó según describen Silverman & 
Lundgren (1959) (Silverman and Lundgren 1959) exceptuando la adición de FeSO4 7H2O. Las 
composiciones de los medios y soluciones utilizados se muestran en la Tabla 5 y 6 
respectivamente. Las cepas con actividad lipolítica fueron detectadas directamente en placa con 
tributirina tras su incubación a 30ºC durante 4-5 días, debido a la aparición de un halo de hidrólisis 
alrededor de la colonia (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Prueba de hidrólisis de tributirina en placa 
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Tabla 5. Composición de los medios utilizados en el aislamiento de microrganismos 
lipolíticos 

Medio Componente Cantidad del 
componente pH finaL 

9KA 

Glucosa 10 g/L 

5,5 Extracto de levadura 10 g/L 

Solución 9k  

9K Gamp 

Glucosa 10 g/L 

6 

Extracto de levadura 5 g/L 

Extracto de malta 10 g/L 

Ampicilina 20 µg/ml 

Solución 9K  

PYB 

Peptona 1% (p/v) 

7,5 
Extracto de levadura 0,5% (p/v) 

K2HPO4 0,1% (p/v) 

MgSO4. 7H2O 0,02% (p/v) 

LB 

Extracto de levadura 0,5 7,5 

NaCl 0,5  

*Glucosa 2  

Triptona 1  

*(p/v): peso/volumen 

 *Las sales se preparan por separado a 10X y se añaden tras autoclavar. 
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Tabla 6. Composición de la Solución 9K 

Solución Componente Cantidad del 
componente pH final 

Solución 9K 

KCl 0,1 g/L 

5,5 
K2HPO4 0,5 g/L 

Ca (NO3)2 0,01 g/L 

MgSO4 * 7H2O 0,5 g/L 

 

III.4.2. Medios de cultivo utilizados para la optimización del crecimiento bacteriano y la 
producción de lipasas 

Para la optimización de la producción de lipasas bacterianas, las cepas lipolíticas fueron 
crecidas en dos medios diferentes: PYB y LB y en estos mismos medios adicionados con tributirina 
2% (PYBT y LBT). Las cepas fueron cultivadas en matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 
100 ml de medio. El crecimiento se controló midiendo la absorbancia a 600 nm (DO600) en un 
espectrofotómetro Beckman DU640. Finalmente, la actividad de la lipasa se ensayó a 37ºC 
empleando p-NP palmitato. 

 

III.4.3. Medios de cultivo para el crecimiento de las cepas de E. coli 

Para el crecimiento y mantenimiento de los clones de E. coli DH5α y E. coli BL21 (DE3) con 
los genes que codifican las enzimas lipolíticas se utilizó el medio TB (Terrific Broth) (Tabla 7). El 
medio sólido se preparó añadiendo agar a una concentración final del 2% (p/v). Para el crecimiento 
y selección de células transformantes resistentes a kanamicina y estreptomicina, se incluyeron estos 
antibióticos en forma de sal sódica (50 y 25 μg/ml respectivamente). 

 

Tabla 7. Composición del medio TB 

Componentes g/l 

Extracto de levadura 24 

Peptona de caseína 
(triptona) 

 

12 

Glicerol 
 

4 

KH2PO4 
 

2,31 

K2HPO4 

 

12,54 
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III.5. COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS 

Los compuestos antimicrobianos (Sigma) utilizados durante este trabajo se incluyeron a los 
medios de cultivo cuando fue necesario. En la Tabla 8 se muestran los disolventes, la concentración 
de las soluciones de almacenaje y las concentraciones a las que habitualmente se utilizaron en E. 
coli. Para su esterilización se procedió a la filtración de los mismos. Todas las soluciones se 
conservaron a -20oC. 

 

Tabla 8. Soluciones de compuestos antimicrobianos 

Antimicrobiano Disolvente Concentración de 
almacenaje (mg/ml) 

Concentración final para 

E coli (μg/ml) 

Estreptomicina (Sm) Agua destilada estéril 100 20 

Kanamicina (Km) Agua destilada estéril 100 50 

 

III.6. MANTENIMIENTO DE BACTERIAS 

Para el mantenimiento de las cepas bacterianas se realizaron resiembras periódicas en placas 
de agar LB. Los medios inoculados se incubaron a 37ºC durante 24 horas y, una vez crecidos se 
guardaron a 4ºC.  

Para su conservación, las bacterias se crecieron en el medio LB y tras centrifugar el cultivo 
(8000 rpm, 5 minutos), el precipitado fue resuspendido en medio LB con glicerol al 40% (v/v). 
Alícuotas de 200 μl fueron conservadas a –80ºC (Green et al. 2012).  

 

III.7. TOMA Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SUELO 

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se aislaron en diferentes localidades de las 
provincias de Badajoz y Huelva (España) en el año 2010. Las muestras HR11 y HR12 consistían en 
grasas semisólidas procedente de una fábrica de curado de productos cárnicos (38.151216ºN, -
6.684258ºE). En concreto, la muestra HR11 se obtuvo de la grasa que gotea en el suelo de las 
instalaciones de la fábrica. La muestra HR21 proviene de una fábrica de conservas de pescado 
(37.20994ºN, -7.26167ºE), y consistía en el serrín de pescado resultante después de trocearlo 
(aserrín) antes del enlatado. Todas las muestras se recogieron en tubos de plástico estériles de 50 
ml y se almacenaron a 4°C hasta su uso.  

Para el procesamiento de las muestras, 7,28 g de aserrín de pescado y 5 ml de las muestras de 
grasa semisólida fueron suspendidos en 25 y 20 ml de solución salina estéril (NaCl al 0,85% p/v), 
respectivamente.  
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III.8. TAMPONES Y SOLUCIONES  

Los tampones se prepararon con la solución del ácido correspondiente a la molaridad deseada, 
ajustando el pH con el volumen necesario de una solución de NaOH 1N o de HCl al 37%. La 
composición de los tampones utilizados en este trabajo se detalla en la Tabla 9. 

 

Tabla 9. Composición de tampones 

Tampón Composición 

TAE 1X Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8,0 

Tris-EDTA 1X Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 7,3 

Electroforesis PAGE 3,02 g Tris-base, 14,4 g glicina, pH 8,8 

Transferencia Tris-glicina-metanol-agua (10:20:70), SDS 0,1% (p/v) 

PBS NaCl 140 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4·12H2O 10 
mM, KCl 2,7 mM, pH 7,4 

Fosfato potásico 1M (TPK) 83,42 g K2PO4, 67,41 g k2HPO4, pH 7 

TE Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0 

 
III.9. EXTRACCIÓN, PURIFICACIÓN Y MANIPULACIÓN DE ADN 

III.9.1. Extracción y purificación de ADN 

III.9.1.1. Extracción de ADN plasmídico 

Para la extracción de ADN plasmídico se siguió el método de lisis alcalina: 

1. Se centrifugó 1 ml de cultivo líquido de E. coli crecido durante 24 h en LB y su 
 correspondiente antibiótico (1,5 minutos a 7500 rpm). 
2. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en el medio restante. 
3. Se añadieron 150 µl de Solución I y se resuspendió mediante vortex 5 segundos. 
4. Se añadieron 200 µl de solución II y se mezcló 2-3 veces por inversión. 
5. Se dejó 2 min a temperatura ambiente. 
6. Se añadieron 150 µl de solución III y 10 µl de ClCH3. 
7. Se mezcló por inversión 2-3 veces y se centrifugó 10 minutos a máxima velocidad. 
8. Se recogió sobrenadante y se añadieron 350 µl de 2-propanol. 
9. Se mezcló por inversión y se centrifugó 5 minutos a máxima velocidad. 
10. Se recogió el precipitado y se lavó con 500 µl de etanol 70%, mezclando cuidadosamente 
 para no arrastrar el precipitado. 
11. Se aspiró el sobrenadante con vacío. 
12. Se resuspendió el precipitado en 50 µl de TE. 
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III.9.1.2. Extracción de ADN genómico 

La extracción de ADN bacteriano se llevó a cabo siguiendo un protocolo estándar (Green et al. 
2012) que se indica a continuación: 

1. Se diluyó un preinóculo de la cepa bacteriana crecida durante toda la noche en medio LB 
 + antibiótico y se incubó hasta fase exponencial. 
2. Se centrifugaron 5 ml del cultivo durante 7 minutos a 4000 rpm en un tubo eppendorf de 
 10 ml. 
3. Se eliminó el sobrenadante. El pellet restante fue resuspendido en 400 µl de tampón de 
 lisis y se pasó a un eppendorf de 2 ml. 
4. Se añadieron 4 µl de ARNasa 10 mg/ml y se incubó durante 30 minutos a 37ºC. 
5. Se añadieron 20 µl de proteinasa K y se incubó durante 2 horas a 65ºC. 
6. Se añadió 1 volumen (≈500 µl) de fenol: [cloroformo: alcohol isoamílico (24:1)] (2:1)], se 
 mezcló por inversión y se centrifugó 10 minutos a 13000 rpm. Se recogió la fase superior, 
 donde se encuentra el ADN, y se pasó a un nuevo tubo eppendorf. Este paso se repitió 
 hasta hacer desaparecer la fase intermedia. 
7. Se añadió 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) y se mezcló por inversión. 
 Se centrifugó 10 minutos a 13000 rpm y se recogió la fase superior. Posteriormente se 
 pasó a un nuevo tubo eppendorf. En este paso fueron eliminados todos los restos de fenol. 
8. Se añadió 1/10 volumen de acetato sódico 3M y 2,5 volúmenes de etanol de 96% y se dejó 
 precipitar a -20ºC (preferiblemente toda la noche). 
9. Se centrifugó a 13000 rpm y 4ºC, durante 30 minutos. 
10.  Se eliminó el sobrenadante, se añadió 1 ml de etanol 70% y se centrifugó 2 minutos a 
 13000 rpm. Este paso fue repetido dos veces. 
11.  El precipitado se resuspendió en 30 µl de H2O MilliQ o TE 1X. 

 

III.9.1.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa  

Se usaron geles horizontales de agarosa con una concentración variable entre 0,8 y 1% (p/v) 
preparados y sumergidos en tampón TAE 1X. La visualización del ADN se realizó mediante la 
tinción con bromuro de etidio, tal y como se describe en el manual de Sambrook and Russell 
(2001). Los pesos moleculares de los fragmentos de ADN se calcularon mediante comparación con 
marcadores de pesos moleculares comerciales. El voltaje aplicado fue de 35-100 V. 

 

Tampón TAE 50x: Ácido acético glacial, 57,1 ml; EDTA 50 mM pH 8, 
100 ml; Tris base, 242 g; agua destilada, csp 1000 ml. 
Tampón de carga: Azul de bromofenol 0,25% (p/v); sacarosa 40 % p/v; 
xilén-cianol 0,25% (p/v). Este tampón se conserva a 4ºC. 

Solución I: Glucosa 50 mM-Tris 25 mM pH 8-EDTA 10 mM 
Solución II: 0,2 mM NaOH- 1% (p/V) SDS 
Solución III: Acetato de potasio (AcOK) 3 M pH 5 
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III.9.1.4. Cuantificación y estimación de la pureza de ácidos nucleicos  

La cuantificación de ácidos nucleicos se realizó espectrofotométricamente a partir de las 
medidas de absorbancia a 260 y 280 nm. En el caso del ADN de doble hebra se considera que una 
DO 260= 1 corresponde a una concentración de 50 μg/ml. Para ARN y ADN plasmídico se 
considera que una DO 260

 

= 1 corresponde a una concentración de 40 μg/ml (Sambrook and Russell 
2001). Para calcular la pureza de los ácidos nucleicos se estimó que el cociente A260/280 es 
indicativo de la calidad de la molécula. Un valor inferior a 1,8 indicaría contaminación por 
proteínas, mientras que valores superiores a 2 indicarían una posible contaminación con restos de 
fenol.  

 

III.9.1.5. Purificación de ADN a partir de geles de agarosa 

Tras la electroforesis del ADN en geles de agarosa, se recuperaron y purificaron los 
fragmentos de ADN a partir del gel para utilizarse en aplicaciones posteriores. Para ello se 
recortaron las bandas deseadas, acotadas en la menor proporción de agarosa posible, con la ayuda 
de una cuchilla y bajo iluminación con luz UV de baja energía. La purificación se realizó utilizando 
el kit FavorPrep (Favorgen Biotech Corp) o el kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE 
Healthcare), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

 

III.9.2. Manipulación del ADN 

III.9.2.1. Restricción de ADN plasmídico con endonucleasas 

Las restricciones de ADN plasmídico se llevaron a cabo a la temperatura recomendada por 
el fabricante para cada enzima durante 2 horas. El volumen final de las reacciones para cada una 
de las restricciones fue de 20 µl conteniendo:  

 

Todas las enzimas de restricción utilizadas en este trabajo provienen de la casa comercial 
Takara. Para cada enzima se eligió el tampón óptimo según las indicaciones del fabricante.  

 

III.9.2.2. Ligación de fragmentos de ADN 

La ligación de los fragmentos de ADN se llevó a cabo utilizando la enzima T4 ADN ligasa 
(Promega). La relación molar de vector/inserto varió dependiendo de la naturaleza de los 
fragmentos a unir. 

El volumen final para cada reacción se fijó en 20 µl y se llevaron a cabo en tubos estériles de 
0,2 ml conteniendo las cantidades oportunas de vector e inserto, de tampón de la ligasa a una 
concentración final 1X y de la enzima T4 ADN ligasa, 1 µl (5 U), completando con agua destilada 
estéril según el volumen final de reacción. 

ADN: 1-20 µg. 
Tampón de digestión (10X): 1X del volumen final. 
Endonucleasa de restricción: 1 U/µg. 
Agua destilada estéril: Completar hasta el volumen 
final. 
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 La mezcla de reacción fue incubada a distintas temperaturas dependiendo del tipo de 
fragmentos: 

‐ En el caso de extremos cohesivos, la reacción se incubó a temperatura ambiente durante 
12 horas o 4ºC durante toda la noche. 

‐ Si los extremos eran romos, se incubó a 16ºC durante 4-18 horas y en este caso añadíamos 
doble cantidad de T4 ADN ligasa. 

 

III.9.2.3. Eliminación de las endonucleasas de restricción 

La eliminación de los restos de tampones y enzimas después de cada reacción se llevó a cabo 
mediante un método de extracción donde se usaron las soluciones de fenol:cloroformo (1:1) y 
cloroformo (Sambrook and Russell 2001). En aquellos casos en los que fue necesaria una mayor 
purificación se utilizó el kit GFX PCR DNA and Gel Purification (GE Healthcare), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. 

 

III.9.2.4. Transformación de células competentes de E. coli mediante choque térmico 

Protocolo de transformación 

1. Se inoculó una colonia de E. coli en 25 ml de medio LB y se incubó a 37ºC toda la  
  noche en un matraz de 250 ml. 
2. Se diluyeron las células 40 veces en 1 L de medio LB fresco. 
3. Se incubó a 37ºC hasta que la DO600nm alcanzó el valor de 0,4-0,5. 
4. Se enfrió el cultivo en hielo durante 30 minutos. 
5. Se centrifugó en tubos de 50 ml a 4000 rpm y 4ºC durante 5 minutos. 
6. Se eliminó el sobrenadante y se colocaron las células en hielo. 
7. Se resuspendieron las células de cada tubo de 50 ml en 25 ml de solución A. 
8. Se incubaron en hielo 30-60 minutos, con agitación manual ocasional. 
9. Se centrifugaron las células durante 10 minutos a 4ºC y 4000 rpm. 
10. Se eliminó el sobrenadante y se mantuvieron las células en hielo. 
11. Se resuspendieron las células con un volumen total de 6,7 ml de solución B para los 8 
  tubos de 50 ml (6,7 ml solución B/400 ml de cultivo original). 
12. Se separaron alícuotas de 0,5 ml de suspensión de células en tubos estériles de 2 ml. 
13. Se congelaron los tubos con nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80ºC. 

 

El método rutinario de transformación que se ha utilizado durante el desarrollo de esta Tesis 
doctoral ha sido el choque térmico descrito por (Hanahan 1983) en células competentes de E. coli, 
en concreto las cepas DH5α y que se resume a continuación: 

1. Un vial de 50 µl de células competentes congeladas a -80ºC, se descongelaron   
  lentamente en hielo. 
2. Se añadió el ADN a transformar, entre 3-5 µl, manteniendo en hielo durante 30   
  minutos. 

Solución A: 0,1 M CaCl2 

Solución B: 0,1 M CaCl2-15% glicerol
Todas las soluciones se prepararon en H2O MilliQ 
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3. A continuación, se procedió al “choque térmico” transfiriendo el vial a un baño de  
  42ºC durante 45 segundos, retornándolo seguidamente 2 minutos en hielo. 
4. Tras el choque térmico y enfriamiento, se añadió 1 ml de medio Luria-Bertani (LB)  
  para recuperar las células y se incubaron durante 1 hora a 37ºC en agitación. 
5. Transcurrido este tiempo se inocularon distintas alícuotas (entre 100 y 300 µl) en  
  placas de LB adicionadas del correspondiente antibiótico.  
6. Las placas se incubaron a 37ºC durante 12-16 horas. 

 

III.10. REACCIÓN DE AMPLIFICACIÓN DE ADN MEDIANTE PCR (Polymerase Chain 
Reaction) 

Los cebadores utilizados fueron diseñados en función del fragmento a amplificar. En los casos 
en los que se pretendía introducir un punto de corte para una determinada enzima de restricción, se 
modificaron las bases necesarias en el cebador para formar la secuencia de reconocimiento de la 
enzima. Los cebadores utilizados en este trabajo para la realización de PCRs convencionales se 
recogen en la Tabla 10. 

Las amplificaciones de los fragmentos de ADN se llevaron a cabo mediante el método de PCR 
siguiendo las indicaciones descritas en el manual de (Sambrook and Russell 2001). El volumen 
total de las reacciones fue de 50 µl y se llevaron a cabo en un termociclador utilizando tubos 
Eppendorf de 0,2 ml. 

La enzima utilizada para amplificar los fragmentos de ADN fue Taq ADN polimerasa (5-
PRIME). En aquellos casos en los que fue necesario disminuir los posibles errores en la 
amplificación, se empleó Pfu ADN polimerasa (Stratagene) que proporciona una alta fiabilidad de 
copia en la reacción de polimerización. La reacción terminó con un ciclo de extensión a 72ºC 
durante 10 minutos con el fin de permitir la elongación de los productos de reacción. La reacción, 
una vez finalizada, se mantenía a 4ºC si no se iba a utilizar en el momento.  

En la Tabla 10 se recogen los componentes de la mezcla de reacción para PCR y las 
concentraciones finales a las que se utilizaron generalmente. 

Las amplificaciones de los fragmentos de ADN se llevaron a cabo mediante el método de PCR 
siguiendo las indicaciones descritas en el manual de Sambrook and Russell (2001). El volumen 
total de las reacciones fue de 50 µl y se llevaron a cabo en un termociclador utilizando tubos 
Eppendorf de 0,2 ml. 

La enzima utilizada para amplificar los fragmentos de ADN fue Taq ADN polimerasa (5-
PRIME). En aquellos casos en los que fue necesario disminuir los posibles errores en la 
amplificación, se empleó Pfu ADN polimerasa (Stratagene) que proporciona una alta fiabilidad de 
copia en la reacción de polimerización. La reacción terminó con un ciclo de extensión a 72ºC 
durante 10 minutos con el fin de permitir la elongación de los productos de reacción. La reacción, 
una vez finalizada, se mantenía a 4ºC si no se iba a utilizar en el momento.  
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Tabla 10. Cebadores diseñados para la amplificación y secuenciación del ADN 

Cebador 5´-secuencia-3´ 
Nº de 
bases 

tm 
(ºC) 

% 
GC Uso 

Acetylesterase-F GCGGGATCCGTGATTCAACCGTTTCATCTTACC 33 64,6 51,5 

Amplificación 
del ORF 
(incluido 
codón de 

inicio) de la 
esterasa 

AE6La partir 
del ADN 

genómico de 
Bacillus sp. 

HR21-6. 
Genera sitio de 

restricción 
NcoI XhoI 

Acetylesterase-R GCGAAGCTTAGAACAGGACGAGCACTTTC 29 62,5 51,7 

16F27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 20 51 47 
Amplificación 
del ARNr 16S 
bacteriano, a 

partir de ADN 
genómico 16R1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC 24 58 50 

 

En la Tabla 11 se recogen los componentes de la mezcla de reacción para PCR y las 
concentraciones finales a las que se utilizaron generalmente. 

 

Tabla 11. Componentes de la mezcla de reacción de PCR 

Componente de la mezcla* Cantidad* 

Tampón 10x con Mg+2 5,0 μl 

dNTPs (2,5 mM cada dNTPs) 4,0 µl 

Cebador 1 (12 µM) 2,5 µl 

Cebador 2 (12 μM) 2,5 µl 

Taq ADN polimerasa 1,25 U 

ADN (1 mg/μl) 1,0 μl 

H2O MilliQ estéril hasta 50 µl 
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*En cada caso hay que tener en cuenta las indicaciones 
del fabricante de la enzima 

 

III.11. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE ADN 

III.11.1. Secuenciación de fragmentos amplificados de ADN 

La secuenciación de los diferentes fragmentos amplificados se realizó mediante el método de 
Sanger por la empresa Stab Vida (Oeiras, Portugal). Los oligonucleótidos empleados para la 
secuenciación se indican en la Tabla 10. 

Los cromatogramas de las secuencias de ADN se visualizaron con el programa Chromas Pro-
versión 1.5. Para el análisis de las secuencias de ADN se procedió a la comparación de éstas con 
las secuencias disponibles en las bases de datos (EMBL, GenBank, DDBJ y RDB) con la ayuda del 
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1997), alojado en el 
servidor del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information). 

 

III.11.2. Análisis de la secuencia del ARNr 16S y construcción de árboles filogenéticos 

El ADN bacteriano fue aislado siguiendo el protocolo estándar que se explica en el apartado 
III.9.1.2. El ADN total purificado previamente se utilizó como molde para la amplificación del 
ARNr 16S mediante PCR, usando los cebadores universales 16SF27 y 16SR1488 (Tabla 10) (Lane 
1991). Para la construcción del árbol filogenético se llevó a cabo la secuenciación un fragmento de 
650 pbs del ARNr 16S amplificado, correspondiente a las posiciones de la base 39 a la 689 del 
ARNr 16S de E. coli. Esa secuencia parcial se alineó con las secuencias del gen ARNr 16S más 
similares en la base de datos GenBank, usando el algoritmo de búsqueda BLASTN y con el 
software disponible en el Ribosomal Database Project (RBD). Posteriormente, se realizó un 
alineamiento múltiple de secuencias utilizando las secuencias más similares encontradas en 
GenBank usando el software Clustal W (Thompson and Stout 1997).  

Finalmente, los árboles filogenéticos fueron construidos usando el software MEGA5 (Tamura 
et al. 2007) con el algoritmo Neighbor-Joining (Saitou and Nei 1987) y 500 iteraciones (bootstrap) 
para asegurarnos de la fiabilidad de cada rama del árbol. Las distancias evolutivas se calcularon 
usando el método de Maximum Composite Likelihood (Tamura et al. 2004) y se muestran como 
número de sustituciones de bases por sitio. Para algunos organismos seleccionados, se secuenció el 
ARNr 16S completo y al igual que con la secuencia parcial, se comparó con las secuencias 
disponibles en la base de datos GenBanK. 

 

III.11.3. Secuenciación del genoma de Bacillus sp. HR21-6 

La secuenciación del genoma de Bacillus sp. HR21-6 se realizó en la Unidad de Genómica 
Funcional del Servicio General de Biología, Centros de Investigación, Tecnología e Innovación de 
la Universidad de Sevilla (CITIUS) utilizando un secuenciador de última generación con 
tecnología de pirosecuenciación (Genome Sequencer FLX System 454, Roche). 

Para llevar a cabo el ensamblaje de los fragmentos obtenidos, primero se filtraron las 
secuencias eliminando las de baja calidad y las correspondientes a los oligonucleótidos utilizados 
en la construcción de la librería genética. Posteriormente, los fragmentos resultantes fueron 
ensamblados en un servidor local y optimizados según los extremos emparejados y las relaciones 
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de solapamiento, mapeando las lecturas para formar contigs y supercontigs utilizando para ello el 
programa ROCHE (GS de novo Assembler 2.9). La anotación se realizó automáticamente 
utilizando el servidor RAST (Aziz et al. 2008). Tanto el ensamblaje como la anotación automática 
fue realizada por el Dr. Gabriel Gutiérrez Pozo (Departamento de Genética, Universidad de 
Sevilla). 

 

III.12. EXTRACCIÓN Y ANÁLISIS DE ARN 

III.12.1. Extracción de ARN 

La extracción de ARN de las células bacterianas se llevó a cabo mediante el método de 
extracción con trizol, indicado a continuación:  

1. Homogenizado: 
1.1. Las células bacterianas se resuspendieron en 100 μl de lisozima (3 mg/ml en  
  tampón Tris-EDTA-Glucosa) y se mantuvieron a temperatura ambiente 15-30  
  min. 
1.2. La muestra se congeló y descongeló, y se añadió 1 ml de trizol, seguidamente se  
  pipeteó varias veces para homogeneizarla. 
 

2. Separación en dos fases: 
2.1. Se incubó durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociación  
  completa de proteínas. 
2.2. Se centrifugó a 4ºC durante 10 min a 13000 rpm y se recogió el sobrenadante en  
  un tubo eppendorf limpio. Así se eliminó el ADN genómico. 
2.3. Se añadió el mismo volumen de una mezcla fenol:cloroformo (1:1) y se mezcló  
  bien. Posteriormente se centrifugó 5 min a 4ºC y 13000 rpm. 
2.4. Se recogió la fase superior y se pasó a un tubo eppendorf limpio. 
2.5. Se repitieron los dos pasos anteriores hasta que desapareció la interfase. 
2.6. Se añadió el mismo volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se   
  mezcló con vortex. 
2.7. Se centrifugó a 4ºC, 5 min y 13000 rpm. 
 

3. Precipitación del ARN: 
3.1. Se recogió la fase superior y se añadió 2,5 volúmenes de etanol 100% y 1/10 de  
  acetato sódico 3 M pH 5,2. 
3.2. Se dejó precipitar a -20ºC durante 30 min. 
3.3. Se centrifugó durante 30 min a 13000 rpm y 4ºC. 
3.4. Se lavó el pellet de ARN con 400 μl de etanol al 70% invirtiendo manualmente y 
  centrifugando 5 min a 4ºC y 13000 rpm. 
3.5. Se eliminó el etanol y se dejó secar a temperatura ambiente. 
3.6. Se resuspendió en 50 µl de agua destilada estéril. 

 

III.12.2. Análisis del ARN 

La pureza del ARN extraído fue comprobada mediante dos procesos: electroforesis en gel de 
agarosa y en base a los valores de las medidas de absorbancia a 230 y 280 nm y a 260 y 280 nm. Se 
considera que para ARN la Abs260nm = 1,0 equivale a 40 µg/ml. 
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III.12.3. Análisis del ARN por RT-qPCR 

Los niveles de expresión de los genes se cuantificaron mediante RT-qPCR. Las posibles 
interferencias con ADN contaminante en las muestras de ARN obtenidas fueron tratadas con 
ADNasa libre de ARNasas (Promega) según las indicaciones del fabricante. Posteriormente, las 
muestras obtenidas se ajustaron a 12,5 ng/μl. La reacción de RT-qPCR se llevó a cabo utilizando el 
kit One Step SYBR PrimeScript RT-PCR (Takara Bio Inc.) siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. El equipo utilizado fue el LightCycler 480 y el protocolo el que se indica a 
continuación: 

Un ciclo de retrotranscripción (RT): 

1. 5 minutos a 42ºC y una rampa de temperatura de 4,8ºC/seg. 
2. 10 segundos a 95ºC y una rampa de temperatura de 4,8ºC/seg. 

40 ciclos de PCR: 

1. 5 segundos a 95ºC y una rampa de temperatura de 4,8ºC/seg. 
2. 20 segundos a 60ºC y una rampa de temperatura de 2,5ºC/seg. 

1 ciclo de disociación: 

3. 1 segundo a 95ºC y una rampa de temperatura de 4,8ºC/seg. 
4. Bajada de temperatura hasta 65ºC con una rampa de temperatura de 0,11ºC/seg. 
5. 1 segundo a 95ºC y una rampa de temperatura de 4,8ºC/seg. 

Los cebadores utilizados en la RT-qPCR se indican en la Tabla 12. El diseño de los mismos se 
llevó a cabo utilizando el programa Primer Express, seleccionando una zona de los genes que no 
correspondiera con un dominio conservado en los mismos con el fin de que no se generasen falsos 
positivos.  

 

Tabla 12. Cebadores utilizados en la RT-qPCR 

Cebador 5´-secuencia-3´ Nº de 
bases 

gyrA122F AATCGAAAAAGGCGAATGGA 20 

gyrA122R TCCGTTTGGAAATCCCTTGTT 21 

rpoB122F AGAATATCTTGGAGCCGCATGA 22 

rpoB122R TAGTGTACGTTCGCCTTCTGGAT 23 

RT-RGAE-F GTATCGATTTGCTCGGTTTCG 21 

RT-RGAE-R TCCCAGATGCTCGACAACAG 20 
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III.13. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS ENZIMÁTICOS 

Se llevaron a cabo dos protocolos distintos de preparación de extractos. Uno para la cepa 
aislada en esta tesis, Bacillus sp. HR21-6 y otro para cepas de E. coli utilizadas para la expresión de 
proteínas. 

Para la localización de la actividad lipolítica de Bacillus sp. HR21-6, el sobrenadante fue 
obtenido a partir de 25 ml, 100 ml o 2 L según la finalidad del experimento e incubando durante 4, 
7, 16, 20, 24, 48 ó 72 horas. Los cultivos de 25 y 100 ml se centrifugaron a 4500 rpm a 4ºC durante 
10 minutos en una centrífuga Beckman Coulter modelo Allegra X-22R. Para los cultivos de 2 L se 
utilizó una centrífuga preparatoria Beckman modelo J2-21M y se centrifugaron durante 1 h a 4000 
rpm y 4ºC, obteniendo con esto la fracción extracelular del cultivo.  

La fracción citoplasmática se extrajo a través de la rotura de las células bacterianas mediante 
ultrasonidos. Para este fin, las células obtenidas en la fracción extracelular se resuspendieron en un 
volumen de tampón fosfato potásico 0,05 M pH 7,6, igual al volumen de cultivo del que provenían 
y se sometieron a un proceso de sonicación en un sonicador Branson Sonifier 250. El programa 
utilizado fue 6 pulsos de 10 segundos de sonicación, utilizando una intensidad 4, y 50 segundos de 
reposo en hielo. Después de este proceso, se centrifugó 10 minutos a 4ºC y 4000 rpm para eliminar 
la fracción insoluble, seleccionando el sobrenadante que constituye la fracción intracelular. 

Los sobrenadantes se concentraron en bolsas de diálisis (12 kDa, Sigma) toda la noche a 4°C 
cubiertas con polietilenglicol (8 kDa). Cuando la bolsa estuvo totalmente seca, se retiraron los 
restos de polietilenglicol con agua destilada y se dializaron con tampón fosfato potásico 0,05 M pH 
7,6, a 4ºC y agitación magnética. Una vez dializadas, las muestras se congelaron a -80ºC y se 
liofilizaron para ser utilizados en las reacciones sintéticas como cócteles enzimáticos. 

La fracción intracelular (FI) en las cepas de E. coli BL21 (DE3) expresando las enzimas 
lipolíticas de Bacillus sp. HR216, se obtuvo a través de un lisado de las células bacterianas 
utilizando un homogeneizador PANDA (Gea Niro Soavi) a unos 800 bares, recogiendo un volumen 
que varía según el ensayo (47-50 ml). Para ello, las células obtenidas previamente tras recoger la 
fracción extracelular, se resuspendieron en un volumen de 20 ml de PBS (20 mM fosfato potásico, 
pH 8.0, 150 mM NaCl) y se lisaron en un homogeneizador. La fracción intracelular soluble se 
obtuvo centrifugando 10 ml del lisado celular a 10000 x g, 15 min y 4ºC, recogiendo el 
sobrenadante (intracelular soluble) y el precipitado celular (intracelular insoluble). 

 

III.14. ENSAYOS DE ACTIVIDAD LIPOLÍTICA 

La actividad lipolítica de las cepas seleccionadas fue comprobada mediante un ensayo 
colorimétrico con algunas modificaciones (Teng and Xu 2007). Este método está basado en la 
liberación de p-NP (4-NitroPhenol) durante la reacción de transesterificación o hidrólisis del p-
NPP (4-Nitrophenol Palmitato) (Figura 15). Esta coloración amarilla es cuantificable 
espectrofotométricamente en un rango de 348 a 420 nm (Stuer et al. 1986; Wilhelm et al. 1999). 
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Figura 15. Esquema de la reacción de transesterificación del p-NPP con etanol en condiciones no 
acuosas (a). Esquema de la reacción de hidrólisis del p-NPP en condiciones acuosas (b). 

 

III.14.1. Detección de la actividad transesterificadora 

El ensayo de actividad transesterificadora se llevó a cabo liofilizando 0,5-1,8 ml procedentes 
del sobrenadante o de la fracción intracelular del cultivo seleccionado. El liofilizado resultante, se 
mezcló con 1 ml de p-NPP 10 mM disuelto en n-hexano y 60 µl de etanol absoluto y fueron 
incubados a 37ºC durante 4-16 h mantenidos en agitación (200 rpm). En el ensayo se realizaron dos 
controles negativos diferentes:  

1-  Etanol absoluto + p-NPP.  La posible liberación de p-NP detectada sería 
exclusivamente de origen químico y no biológico. 
2- p-NPP + fracción liofilizada (sin etanol absoluto).  La liberación del p-PN proviene 
de la hidrólisis por contaminación con trazas de agua procedentes de la solución de NaOH, 
añadida en el momento de la extracción de p-NP.  

Tras el tiempo de reacción (de 4-16 horas), la muestra obtenida se dejó reposar durante 10 
minutos con el fin de favorecer que la lipasa decantase. Posteriormente, se tomaron 25 µl del 
sobrenadante y el p-NP producido durante la reacción se extrajo añadiendo 1 ml de NaOH 0,05 M 
en un tubo eppendorf de 1,5 ml en hielo. Finalmente, la fase acuosa se pasó a una cubeta de 1 ml y 
se midió su absorbancia a 405 nm, usando un espectrofotómetro Beckman DU 640. 

La actividad específica se determinó con la ecuación que se indica a continuación. Esta 
actividad se expresó como μmoles de p-NP liberado por cada hora de reacción y mg de proteína 
soluble. La concentración de proteínas solubles corresponde a la concentración de proteína medida 
en la mezcla de la reacción de transesterificación. 
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h / C x Vt 

(Dabs
  
x fd) / Ce x 1000 x Vt 

A= 

   A: Actividad en U/ml 

   Abs: 348-420 nm 
   fd: Factor de dilución. 

 Ce: Coeficiente de extinción molar   
 del sustrato (17600 M-1 cm-11) 
 1000: Factor de multiplicación para  
 la conversión de la concentración de  
 p-NP de M a mM 
 Vt: volumen total de la reacción de   
 transesterificación (1,06 ml) 
 C: Concentración de proteína    
 soluble (mg/ml) 
 
 

III.14.2. Derivados del para-nitrofenol 

Para determinar la especificidad de la enzima frente a derivados del p-nitrofenol de diferente 
longitud de cadena se utilizaron los sustratos (Sigma) detallados en la Tabla 13. La estructura 
química de estos compuestos se detalla en la Figura 16. 

 

Tabla 13. Características de los derivados del p-nitrofenil (pNP) utilizados 

Sustrato Nº de átomos de 
carbono PM 

p-NP acetato C2 181,15 

p-NP butirato C4 209,2 

p-NP octanoato (caprilato) C8 265,3 

p-NP decanoato (caprato) C10 293,4 

p-NP dodecanoato (laurato) C12 321,41 

p-NP miristato C14 349,5 

p-NP palmitato C16 377,52 

p-NP estearato C18 405,54 
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Figura 16. Estructura química de los derivados del p-nitrofenol utilizados 

 

Para realizar el estudio sobre la especificidad de la enzima frente a estos sustratos, se procedió 
a la preparación de una solución stock de cada uno de ellos a una concentración final de 10 mM en 
dimetilsulfóxido (DMSO). Finalmente, los diferentes sustratos fueron diluidos en tampón Tris-
EDTA 1X pH 7,3 quedando la solución a una concentración final de 2 mM.  

La medida de actividad se realizó en una placa de 96 pocillos Flat Bottom (Greiner bio-one) 
con un volumen final de 150 μl conteniendo 0,7 μg de enzima. La placa se incubó a 37°C durante 
30 minutos y se realizó la lectura cada 5 minutos en un espectofotómetro Fluostar OMEGA (BMG 
Labtech). 

La actividad, en unidades internacionales por mililitro (UI/ml), se determinó mediante la 
ecuación que se indica a continuación. Una unidad internacional enzimática se definió como la 
cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 μmol de sustrato en un minuto, bajo las condiciones 
descritas anteriormente.  

 

 A: Actividad en U/m 

 Abs/min: Absorbancia por minuto (348- 
 420 nm) 

 1000: Factor de multiplicación para la   
 conversión de la concentración de p-NP de  

              M a mM. 

   Vc: Volumen total de la cubeta 

   Ce: Coeficiente de extinción molar del   
  sustrato (5.150 M-1 cm-1) 

   Ve: Volumen de la solución enzimática 
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III.14.3. Hidrólisis de los derivados del p-nitrofenil (p-NP)  

Para estudiar la hidrólisis de los diferentes derivados del p-NP (de 2 a 18C) se utilizaron 25-50 
μl de solución de fracción enzimática liofilizada y p-NP acetato (Sigma) a una concentración final 
de 1 mM. La mezcla se incubó a 37ºC y la actividad se determinó midiendo el incremento de 
absorbancia a 405 nm utilizando un espectrofotómetro Genesys 10S Vis (Thermo Scientific). 

 

III.15. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

La determinación de la concentración de proteínas de las distintas fracciones se llevó a cabo 
utilizando el método Bradford (Bradford 1976). La cuantificación se determinó en una mezcla que 
contenía 10-100 μl de fracción o solución de proteínas, 700-790 μl de H2O destilada y 200 μl de 
reactivo Bradford (Biorad Protein Assay, Microassay Procedure) y se midió su absorbancia a 595 
nm. El cálculo de la concentración de proteínas se llevó a cabo mediante una recta patrón, 
utilizando albumina de suero bovino (BSA) en H2O destilada y extrapolando los resultados a los 
valores obtenidos en la medición de absorbancia de cada muestra. Si los valores de absorbancia 
obtenidos para la muestra problema no se encontraban en el rango lineal de la recta patrón, se 
realizaron diluciones de la muestra hasta conseguir que los valores obtenidos estuvieran en el rango 
adecuado. 

 

III.16. SÍNTESIS QUIMIOENZIMÁTICA DE DERIVADOS LIPÓFILOS DE 
POLIFENOLES Y CARBOHIDRATOS 

Este apartado se ha realizado en colaboración con el grupo de investigación del Profesor José 
María Fernández Bolaños del departamento de Química orgánica de la Facultad de Química 
(Universidad de Sevilla), formando parte también algunos de ellos de la Tesis Doctoral del Dr. 
Alejandro González Benjumea. 

Para estudiar la regioselectividad de los extractos enzimáticos obtenidos, se realizaron 
biotransformaciones (transesterificación de grupos acetilo) de diferentes compuestos fenólicos 
procedentes del olivo como el hidroxitirosol, el alcohol protocatecuico y el 3,4-dihidroxifenilglicol. 
Estos compuestos fueron utilizados como sustratos de partida. En el estudio también se incluyeron 
carbohidratos hexosas como metil a-D-glucopiranósido y dos disacáridos (trehalosa y sacarosa). El 
resultado de las acilaciónes y desacilaciones se cuantificó mediante RMN.  

 

III.16.1. Acetilaciones de compuestos fenólicos mediadas por el sobrenadante de Bacillus sp. 
HR21-6 

Estas reacciones se realizaron utilizando como sustratos el hidroxitirosol (1), el 3,4 
dihidroxifenilglicol (DHPG) (4) y el alcohol protecatecuíco (8). 

Las O-acetilaciones de estos compuestos fenólicos (Figura 17) se realizaron utilizando los 
extractos bacterianos lipolíticos, en una relación extracto/sustrato 1:1. La mezcla se agitó a 40ºC 
durante 24 h en la oscuridad (Torres de Pinedo et al. 2007). 
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Figura 17. Estructura de compuestos fenólicos procedentes del olivo 

 

III.16.2. Desacilación de compuestos fenólicos peracetilados mediada por el sobrenadante de 
Bacillus sp. HR21-6 

Estas reacciones se llevaron a cabo utilizando los sustratos peracetilados hidroxitirosol (2), 3,4 
dihidroxifenilglicol peracetilado (5) y alcohol protocatecuíco (9). 

Las reacciones de desacetilación se llevaron a cabo añadiendo el extracto del sobrenadante de 
Bacillus sp. HR21-6 a una solución de 50 mg de los compuestos 2, 5 y 9 (Figura 18) disueltos en 
un alcohol alifático primario (MeOH, EtOH, propanol o butanol) en una proporción de peso de 
sustrato: alcohol - lipasa 1:50:2. La mezcla se calentó a 60ºC durante 24-168 h. Finalmente, el 
disolvente se evaporó y el residuo se purificó por cromatografía en columna obteniendo los 
compuestos 3, 6a-d y 10 (Figura 19) respectivamente, usando gradientes de EtOAc-hexano o 
CH2Cl2-MeOH como eluyentes. 

Figura 18. Estructura de los compuestos hidroxitirol peracetilado (2), 3,4 dihidroxifenilglicol 
peracetilado (5) y alcohol protocatecuico peracetilado (9) 

Figura 19. Estructura de los compuestos 3, 6a-d y 10 

 

Acetato de 
hidroxitirosilo 

DHPG 
monoacetilado 

Eter de metilo 
desacetilado (Alcohol 

protecatecuico)  

Hidroxitirosol DHPG Alcohol 
protecatecuico 

2 5 9 
Hidroxitirosol 
peracetilado 

DHPG 
peracetilado 

Alcohol 
protecatecuico 
peracetilado 
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Oleuropeína 
20 

III.16.3. Reacciones de acetilación de carbohidratos 

Las reacciones de O-acetilación se llevaron a cabo en mono- y disacáridos. Para ello, se 
seleccionaron como modelo tres carbohidratos no reductores totalmente desprotegidos: metil α-D-
glucopiranósido (11), α,α-trehalosa (12) y sacarosa (15). Los tiempos de reacción oscilaron entre 
las 24 y 200 h y temperaturas relativamente altas para este tipo de reacciones (60ºC). 

 

III.16.4. Reacciones de desacilación de carbohidratos 

La desacetilación regioselectiva se llevó a cabo a temperatura ambiente en MeOH y con una 
relación enzima/sustrato 1:2 (p/p) en un tiempo variable de reacción según el compuesto y las 
conversiones obtenidas.  

 

III.16.5. Reacciones de acilación y/o desacilación de oleuropeína 20 y derivados 

La oleuropeína (20) (Figura 20), es una molécula que contiene en su estructura tanto el 
fragmento del catecol como una unidad de carbohidrato. Las reacciones de desacetilación de la 
oleuropeína peracetilada (21) se realizaron utilizando el sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6 
caletando a 40ºC en MeOH. 

 

Figura 20. Estructura de la oleuropeína (20) 

 

III.16.6. Reacciones de acilación/desacilación utilizando la enzima AE6Lpura 

Estas reacciones se llevaron a cabo utilizando los compuestos: hidroxitirosol peracetilado (2), 
3,4-dihidroxifenilglicol peracetilado (5) y oleuropeína peracetilada (21), a dos temperaturas, 37ºC y 
60ºC durante 24 h utilizando la relación 1500:1 sustrato/enzima pura. 

 

III.17. AISLAMIENTO Y DETECCIÓN DE ENZIMAS LIPOLÍTICAS 

III.17.1. Obtención de las fracciones FSEP y OMV del sobrenadante de Bacillus sp. HR216 

Para la identificación de las enzimas lipolíticas presentes en el sobrenadante de Bacillus sp. 
HR21-6, se analizó el secretoma de dicha cepa. Para ello, se creció un pre-inóculo de la bacteria en 
medio PYB durante una noche. Al día siguiente, se utilizó dicho cultivo para inocular 1 L de medio 
PYB a 30ºC y se recogieron muestras a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h). Para el análisis del 
secretoma se analizaron dos fracciones del sobrenadante: la fracción extracelular soluble libre 
(FSEP; Free Soluble Extracellular Fraction) y la fracción unida a las vesículas de membrana 
(OMV; Outer Membranes Vesicules). 
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Para la separación de las dos fracciones el cultivo de Bacillus sp. HR21-6 recogido a diferentes 
tiempos se centrifugó a 5000 rpm durante 45 minutos a 4ºC. El sobrenadante fue filtrado en una 
membrana de 0,45 µm, Millipore. El filtrado fue centrifugado en una ultracentrífuga (L-70, 
BECKMAN). El sobrenadante restante correspondió a la FSEP. El precipitado se trató para la 
obtención de OMV mediante 2 lavados en tampón PBS, pH 7 y posteriormente fue resuspendido en 
tampón PBS pH 7,4. La suspensión fue filtrada en una membrana de 0,45 µm. 

Ambas fracciones fueron precipitadas con TCA 10% toda la noche a 4ºC. El precipitado 
obtenido se centrifugó a 11500 rpm a 4ºC y el pellet fue lavado con acetona fría. Estos precipitados 
se congelaron a -80ºC y se liofilizaron para ser utilizados en un ensayo (LC-MS/MS). 

 

III.17.2. Identificación de proteínas mediante cromatografía Nano LC-QTRAP 5500 MRM 
(Multiple Reaction Monitoring) 

Con el objetivo de identificar las proteínas responsables de las diferentes actividades en el 
sobrenadante de Bacillus sp. HR216, se realizó una pre-separación en geles de SDS-PAGE con las 
correspondientes fracciones FSEP y OMV obtenidas en el apartado III.17.1 y se analizaron 
mediante LC/MS-MS (cromatografía líquida acoplada a espectrómetros de masa en tándem). Dicha 
identificación se llevó a cabo en el Servicio de Proteómica del Centro INIBIC-Complexo 
Hospitalario Universitario de A Coruña. 

Para llevar a cabo el análisis mediante LC-MS/MS, 50 mg de cada muestra fueron 
resuspendidos en tampón TEAB (Versatile Volatile Buffer Biological) 0,1 M mediante agitación y 
sonicación.  

La digestión estándar con tripsina se realizó incubando con tripsina durante toda la noche a 
37°C. La mezcla de péptidos se desaló, se separó en alícuotas, se secó al vacío y se almacenó a -
80ºC. Después de la desalinización, 2 μg de la digestión tríptica, fueron inyectados en una nano 
columna C18 (75 μm, 15 cm, con un tamaño de partícula de 3 μm, Acclaim PepMap 100, Thermo 
Scientific, USA) a una velocidad de flujo de 300 nL/min, utilizando un gradiente específico. El 
gradiente utilizado comenzó con 5% de tampón B (0,1% de ácido fórmico en 95% de acetonitrilo) 
durante 3 min, seguido de 40% de tampón B desde el minuto 3 al minuto 120, 95% de tampón B 
durante 1 min, y manteniendo durante 10 min más, finalmente, se equilibró durante 15 min con 5% 
de tampón B. Este paso permite la separación de los péptidos según sus polaridades, eluyendo a un 
tiempo determinado desde el momento en el que se inyecta la muestra (tiempo de retención: RT).  

Una vez que se analizaron las muestras en el espectrómetro, los datos obtenidos fueron 
procesados mediante el programa Skyline 3.1 de Mac Coss Lab. El método de análisis del 
programa toma como referencia el genoma anotado de Bacillus sp. HR216, secuenciado en este 
trabajo y se establecieron un mínimo de entre 8 y 30 péptidos provenientes de una proteína 
exclusiva para su detección. Estos péptidos estaban desprovistos de residuos de metionina y 
triptófano para llevar a cabo un análisis limpio. El programa permite realizar el análisis de los picos 
de intensidades obtenidos de cada péptido, integrando el área de cada campana de Gauss 
correspondiente gracias a su altura y anchura. El área obtenida para cada péptido se normaliza 
comparándola con el área de los picos pesados correspondientes, para así evitar problemas de 
diferencias de cantidad de proteínas en las muestras. 
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III.17.3. Análisis de los datos 

Los datos brutos procedentes de LS-MS/MS se procesaron utilizando el programa ProteinPilot 
3.0 (ABSciex). Para ello se empleó el algoritmo de Paragon que viene predeterminado en el 
programa, especificando la tripsina como el agente de digestión y MMTS (metil 
metanotiosulfonato) como modificación fija de cisteína. Se realizó la búsqueda de cada espectro 
MS/MS en la base de datos PSPEP (Proteomics System Performance Evaluation Pipeline). 
Finalmente, sólo se tuvieron en cuenta las proteínas con al menos un péptido con un nivel de 
confianza del 95%.  

 

III.18. CLONACIÓN Y EXPRESIÓN DEL GEN QUE CODIFICA LA PROTEÍNA AE6L 
EN EL VECTOR pMAB36 

Para la expresión heteróloga de la enzima AE6L en E. coli, se seleccionó el vector de 
expresión pMAB36. El gen que codifica la proteína AE6Lse clonó en este vector, el cual permite la 
expresión de una proteína de fusión con una etiqueta 6x-his bajo el control del promotor. La 
secuencia de ADN que codifica la proteína AE6L de 672 pb se obtuvo mediante síntesis de 
nucleótidos y se insertó en el vector pMAB36 en los sitios de restricción BseRI y KpnI. La proteína 
recombinante presentó una masa molecular de 26 kDa. 

Una vez obtenido el plásmido, se transformó E. coli BL21(DE3)4S2 con la construcción 
pMAB36- AE6L -6xHis (pMAB- AE6L) (Figura 21) para expresión bajo los sistemas Cascade o 
T7. 

 
Figura 21. Esquema de la construcción pMAB-AE6L bajo los sistemas Cascade o T7 

 

El proceso de inducción se llevó a cabo mediante ensayos de expresión utilizando una 
combinación de salicilato y 3-metilbenzoato (3MB) (sistema Cascade) o con IPTG (T7), a dos 
temperaturas, 30ºC y 20ºC con el fin de encontrar la condición idónea de expresión. Se realizó un 
gel SDS-PAGE para identificar la condición de expresión más favorable. De esta forma detectamos 
expresión moderada de una proteína de tamaño compatible al esperado. 

El proceso de inducción se llevó a cabo de la siguiente manera: 

1. Se preparó un pre-inóculo a partir de una colonia de E. coli BL21(DE3)4S2 con la 
construcción pMAB36-AE6L en medio LB kanamicina + estreptomicina. Se incubó 
 toda la noche a 37ºC y en agitación. 

2. Se inoculó con 1 ml de este preinóculo un matraz de 250 ml conteniendo 25 ml de 
medio TB kanamicina + estreptomicina y se incubó a 37ºC en agitación.  

pMAB36-AE6LHis 
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3. Se probaron varios inductores a diferentes concentraciones; Salicilato, a una 
concentración final de 0,2 y 1 mM y salicilato + 3MB e IPTG a 1 mM. Estos 
inductores se añadieron al inicio de la fase exponencial del crecimiento (DO600nm= 
0,6) y se incubó durante 4-8 horas a 20 ó 30ºC.  

4. Se recogieron las células por centrifugación a 4000 rpm durante 10 minutos y se 
congelaron a -80ºC. 

 

III.19. SOLUBILIZACIÓN DE PROTEÍNAS 

Para determinar la solubilidad de la enzima AE6L se llevaron a cabo ensayos de solubilidad de 
cada una de las condiciones de expresión probadas. La lisis de E. coli se realizó en el tampón PBS, 
pH 8.0 (20 mM fosfato potásico, pH 8.0, 150 mM NaCl). Se obtuvieron así las fracciones soluble e 
insoluble. Para comprobar en qué fracción se localizaba la proteína se realizaron geles SDS-PAGE 
teñidos con Coomassie donde se cargaron para todas las condiciones, inducidas y no inducidas, 
proteína total, fracción insoluble y fracción soluble. 

 

III.20. PURIFICACIÓN DE LA ENZIMA AE6L 

Para llevar a cabo la purificación de la enzima AE6L a partir de su fracción soluble (FS), se 
llevaron a cabo dos protocolos de elución en columnas Ni-IMAC, uno eluyendo con imidazol y el 
otro mediante un gradiente de pH. 

 

III.20.1. Purificación Ni-IMAC de la fracción soluble de la proteína AE6L eluyendo con 
imidazol  

 
1. La purificación de la FS se llevó a cabo a partir de 50 ml del cultivo de E. coli 

inducido con 1 mM de salicilato a 30ºC. 
2. El pellet procedente de estos 50 ml de cultivo se resuspendió en 20 ml de buffer de 

lisis PBS, pH 8,0 (20 mM fosfato potásico, pH 8,0 + 150 mM NaCl).  
3. La lisis se realizó en un homogeneizador a 800 bares. 
4. El lisado se centrifugó a 10000 x g, 15 min, a 4ºC. Se separaron 0,25 ml de lisado 

para centrifugar en las mismas condiciones y obtener una muestra de fracció 
insoluble (FI).  

5. Este volumen se dializó frente a 2 L de PBS, pH 8,0 (50 mM fosfato potásico, pH 
8.0 + 150 mM NaCl) en membrana de diálisis Spectra/Por Dialysis. MWCO: 6-
8,000 (Spectrum labs, Cat. 132 655). Se incubó a 4ºC durante toda la noche. 

6. Se volvió a dializar con otros 2 L de buffer PBS, pH 8.0, y se incubó durante 1 hora 
a 4ºC. 

7. Se separó una muestra de fracción soluble dializada [FS(d)] y el resto se hizo pasar 
por 1 ml de resina de níquel (ABT, Cat. 6BCL-QHNi-500) (Cross linked 6% beads, 
loading capacity: 20-40 µmoles Ni2+/ml gel) nueva, equilibrada con tampón de 
equilibrado/lavado (50 mM fosfato potásico, pH 8.0, 400 mM NaCl, 5 mM 
imidazol), a flujo de 1 ml/min. 

8. Se lavó la resina con 15 volúmenes de columna de tampón de equilibrado/lavado a 
flujo de 1 ml/min.  
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9. Se eluyó con un flujo 1 ml/min: se recogieron 20 fracciones de elución de 1 ml 
generadas con un gradiente de elución de 0 a 250 mM de imidazol con las 
soluciones A (50 mM fosfato potásico, pH 8.0, 100 mM NaCl) y B (50 mM fosfato 
potásico, pH8.0, 100 mM NaCl, 250 mM imidazol). Todo el proceso se realizó a 
una temperatura de 4ºC. 

 

III.20.2. Purificación Ni-IMAC en gradiente de pH de la fracción soluble de la proteína AE6L 

 
1.  La purificación se inició a partir de la fracción soluble proveniente de biomasa de 

950 ml de cultivo, inducido con 1 mM de salicilato a 30ºC. 
2. Se centrifugó y el pellet fue resuspendido en 120 ml de tampón de lisis PBS, pH 8,0 

(20 mM fosfato potásico, pH 8,0 + 150 mM NaCl).  
3. La lisis se realizó en un homogeneizador a 800 bares.  
4. El lisado resultante se centrifugó a 10000 x g, 15 min, a 4ºC.  
5. La fracción soluble se dializó en 4 L de PBS, pH 8.0 utilizando una membrana de 

diálisis Spectra/Dialysis. MWCO (Molecular weight cut-off): 6-8,000 (Spectrum 
labs, Cat.132 655) y se incubó a 4ºC, durante toda la noche. Se repitió la diálisis, 
esta vez incubando durante 2 horas a 4ºC. 

6. Se separó una muestra de fracción soluble dializada [FS(d)] y el resto se pasó por 5 
mL de resina de níquel (ABT, Cat. 6BCL-QHNi-500) (Cross linked 6% beads, 
loading capacity: 20-40 µmoles Ni2+/mL gel), nueva, empaquetada en una columna 
Proteus 5ml FliQ (Generon, GEN-FliQ) y equilibrada con tampón de 
equilibrado/lavado (50 mM fosfato potásico, pH 8.0, 400 mM NaCl).  

7. Se lavó la resina con 15 volúmenes de columna (VC) de tampón de 
equilibrado/lavado. Luego se lavó con 5 VC de solución de elución A (20 mM 
acetato, pH 6,5, 0,5M NaCl).  

8. Se recogieron las fracciones de elución de 5 ml generadas con un gradiente de pH 
con las soluciones A (ya indicado) y B (20 mM acetato, pH 4,0, 0,5M NaCl) de 
elución, de la siguiente manera: 

 
- 1 VC, gradiente 0% B a 20% B. 

- 12 VC, gradiente 20% B a 50% B. 

- 2 VC, gradiente 50% B a 70% B. 

 

A cada elución obtenida se le añadieron 0,25 ml de Tris-Cl, 1 M, pH 8,0 para neutralizar el 
pH. Todo el proceso se realizó a temperatura ambiente.  

 

III.20.3. Pool de fracciones 

Para comprobar el éxito de la purificación, los eluyentes obtenidos se cargaron en un gel SDS-
PAGE. Finalmente, se unieron las fracciones E11-E14, de unos 5 ml cada una, coincidiendo con las 
fracciones más puras.  
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III.20.4. Diálisis en el tampón de reacción 

Para comprobar la estabilidad de la proteína en el tampón de reacción (TE 1X pH 7,3) se 
dializó 1 ml de la mezcla de fracciones en un casete de diálisis de 3,500 MWCO (Thermo, Prod. 
66330) frente a 1 L de este tampón y se incubó a 4ºC, durante toda la noche. 

Después de esta incubación se hizo un cambio con 1 litro de Buffer Tris-EDTA 1X pH 7,3 (lot 
020849) y se incubó a 4ºC, 2 h. 

 

III.20.5. Comprobación solubilidad/insolubilidad 

La solubilidad de la proteína se comprobó centrifugando 0,25 ml (de 1 ml total obtenido en la 
diálisis) a 13000 rpm, 15 min y a temperatura ambiente. Se separó el sobrenadante y el hipotético 
precipitado (no apreciado a simple vista) se resuspendió en SB 1X pH 8,0 (NaOH, Ac. Bórico). 

 

III.20.6. Escalado de la diálisis 

El escalado de la diálisis se realizó dializando 20 ml de pool obtenido en una membrana de 
diálisis Spectra/Por Dialysis. MWCO: 6-8,000 (Spectrum labs, Cat. 132 655) y se incubó a 4ºC, 
durante toda la noche, frente a 4 L de TE 1X pH 7,3. Al día siguiente se hizo un cambio por 4 litros 
de TE 1X y se incubó a 4ºC, 2 h. 

Tras recoger la diálisis se centrifugó a 10000 x g, 15 min, a 4ºC para eliminar posibles 
agregados y se recuperó el sobrenadante. 

 

III.21. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 

III.21.1. Electroforesis desnaturalizante de proteínas (SDS-PAGE) 

La electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) se llevó a cabo 
mediante el método descrito por Laemmli (1970). Las muestras se desnaturalizaron aplicando calor 
en presencia de β-mercaptoetanol. El sistema que se utilizó fue el Mini Protean II (BioRad). En la 
Tabla 14, se detallan los componentes necesarios para la preparación de un gel SDS-PAGE al 12%.  

 

Tabla 14. Composición de geles SDS-PAGE 

 Gel separador 10% Gel concentrador 4% 

Acrilamida 29:1 2,5 ml 0,5 ml 

Tampón Tris HCl 2,5 ml Tris HCl 1M, pH 8,8 

(Tampón de separación) 

1,26 ml Tris HCl 0,5 M, pH 6,8 

(Tampón de concentración) SDS (10 %) 100 μl 50 μl 

H2O MilliQ 4,29 ml 3,18 ml 

Para polimerizar:   

 Gel separador 10% Gel concentrador 4% 

PSA 100 μl 25 μl 

TEMED 10 μl 5 μl 
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- Solución de azul brillante de Coomassie: azul de Coomassie 0,1% (p/v); metanol 

40 % (p/v); ácido acético glacial 10% (v/v). 

- Solución de desteñido: metanol 20% (v/v); ácido acético glacial 7% (v/v). 

 

 

Una vez finalizada la electroforesis el gel se tiñe con una solución de azul Coomassie. Como 
marcador de peso molecular se utilizó Precision Plus TM All Blue (Bio- Rad). 

Las soluciones utilizadas se indican a continuación: 

 

III.21.2. Tinción Coomassie 

Los geles de acrilamida obtenidos se tiñeron aplicando una solución de azul brillante de 
Coomassie (Sigma) incubando durante 1 hora y se destiñeron durante al menos 6 horas en una 
solución de desteñido. Todas las soluciones se conservaron a temperatura ambiente.  

Las soluciones utilizadas fueron: 

 

III.22. WESTERN-BLOT 

Este procedimiento se usó para la detección de proteínas de fusión expresadas en E. coli 
(Matsudaira 1987). Los pasos que se siguieron fueron los siguientes: 

1. Las proteínas de interés se sometieron a SDS-PAGE sobre geles de acrilamida 
[bisacrilamida (29:1) al 12]. 

2. Posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthecare) 
utilizando el sistema de electroforesis (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer 
Cell, BioRad). 

3. Después de la transferencia, las membranas se lavaron durante 15 minutos antes de 
realizar el bloqueo usando TBS 1X. 

4. El bloqueo se llevó a cabo durante al menos 1 hora con agitación moderada a 
temperatura ambiente antes de la incubación con el anticuerpo primario. 

5. Después del bloqueo se añadió la solución con el anticuerpo primario (Anti-6x-His 
(His, H8), monoclonal, TermoFisher) y se incubó toda la noche a 4ºC en agitación 
moderada. 

6. Para eliminar los restos de la solución de bloqueo se lavó la membrana durante 15 
minutos (3 veces) con tampón TBS 1X. 

- Solución Laemmli 4X: 240 mM Tris-HCl pH 6,8, 8% de SDS, 20% glicerol, 0,02% p/v de azul de 

bromofenol y enrasar con H2O destilada. 

- Tampón SDS-Running (10X): 30,2 g de Tris Base; 144 g de glicina; 10 g de SDS. Ajustar a 1 L con 

agua destilada. Ajustar pH a 8,6-8,8. 

- Per-Sulfato Amónico (PSA): 10% (p/v) en H2O destilada. 

- Tampón de separación (S): 51,36 g de Tris Base, añadir H2O destilada hasta 200 ml, ajustar pH a 8,8 

con HCl. 

- Tampón de concentración (C): 17,12 g de Tris Base, añadir H2O destilada hasta 200 ml, ajustar pH a 

6,8 con HCl. 
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7. El último paso consistió en la incubación con el anticuerpo secundario conjugado 
con la peroxidasa de la planta Armoracia rusticana (rábano). 

8. La detección de la peroxidasa se llevó a cabo usando quimioluminescencia (ECL 
Prime Reagent GE Healthecare). 

 

Las soluciones utilizadas se indican a continuación: 

 

III.23. MUTAGÉNESIS DIRIGIDA 

Para la construcción de los diferentes mutantes se utilizó el kit de mutagénesis dirigida Q5 
Site-Directed Mutagenesis Kit (New England BioLabs). 

El diseño de los cebadores se realizó en función de las indicaciones del fabricante (Tabla 15), 
utilizando el plásmido pMAB-AE6L como molécula parental. Las sustituciones se crearon 
diseñando un desajuste en el centro del cebador promotor (Figura 22). Se incluyeron al menos 10 
nucleótidos complementarios a la molécula parental en el extremo 3' del cebador. El cambio de 
aminoácido se incorpora en el extremo 5' del cebador promotor. El extremo 5' del cebador reverso 
comienza en la base más próxima al extremo 5' del cebador promotor, y procederá en la dirección 
opuesta al complementario. Este segundo cebador puede ser 100% complementario a la secuencia 
del plásmido o puede contener desemparejamientos, si se desea. La ausencia de superposición 
asegura que se produzca una amplificación exponencial (en lugar de lineal). El tamaño máximo de 
la sustitución está dictado en gran medida por las limitaciones de la síntesis de oligonucleótidos 

 
Figura 22. Estrategia seguida para el diseño de los cebadores 

 

- Tampón de transferencia semi-seca: Tris Base 20 mM, glicina 150 mM, metanol 

al 20% (v/v), SDS al 0,05% (p/v). 

- Tampón TBS (10X): 3,003 g/l Tris HCl base, 58,466 g/l NaCl. Ajustar el pH a 7,5. 

- Solución de bloqueo: 30 g/l leche en polvo en TBS 1X 

- Solución de anticuerpos: Anticuerpos diluidos 1:500 en tampón de bloqueo. 40μl 

de Anti-6x-His (His, H8) y 40 ml solución de bloqueo 
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Tabla 15. Cebadores diseñados para la mutagénesis dirigida del gen que codifica la proteína 
AE6L. Los nucleótidos introducidos están señalados en minúscula y negrita. 

Cebador 5´-secuencia-3´ Nº de 
bases 

TM 
(ºC) 

% 
G+C Mutante 

S10AF GGCAGGCGATgcaACCGTTAGCAG 24 59 63 
AE6LS10A 

S10AR AGATAAATGGTGGTCATG 18 56 39 

G45AF TGCAATTGGTgcaCGTAGCAGCA 23 62 52 

AE6LG45A 
G45AR CGATTATCAACGCTAACAC 19 59 42 

D77A GATGGGTCATgcaGATGCAAGCACC 25 60 56 
AE6LD77A 

D77AR TGGGTAAACAGCCAATCAC 19 63 47 

D182AF CGGCATTGAAgcaCGTACCCATTTTAC 27 63 448 

AE6LD182A 

D182AR GTGCTCAGCATAAAATAGC 19 59 42 

H185AF AGATCGTACCgcaTTTACCAAAGA 36 65 50 

AE6LH185A 

H185AR TCAATGCCGGTGCTCAGC 18 68 61 

S96AF 
CCGTCTGGTTgcaCTGG 

AACTGAAAGA TCTGG 
32 63 53 

AE6S96A 

S96AR GCAATTGCGTCTGCACCT 18 66 56 

E26QF TGGTTGGGGTcaaTTTCTGCATC 23 63 48 
AE6LE26Q 

E26QR CCCTGAACCGGACGATCC 18 68 67 

T184AF TGAAGATCGTgcaCATTTTACCAAAGAAG 29 62 38 
AE6LT184A 

T184AR ATGCCGGTGCTCAGCATA 18 67 56 

T11AF AGGCGATAGCgcaGTTAGCAGCT 23 66 57 
AE6LT11A 

T11AR GCCAGATAAATGGTGGTCATG 21 64 48 

Los mutantes se obtuvieron mediante el siguiente procedimiento: 
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Etapa I: Amplificación exponencial (PCR) 

La reacción de PCR, contenía la mezcla de reacción que se detalla a continuación: 

 25 μl de 
reacción 

Concentración 
final 

Q5 Hot Start High-Fidelity 
2X Master Mix 12,5 μl 1X 

10 μM Cebador 1 1,25 μl 0,5 μM 

10 μM Cebador 2 1,25 μl 0,5 μM 

ADN (1–25 ng/μl) 1μl 1-25 ng 

Agua estéril 9,0 μl  

 

La PCR llevada a cabo para la mutagénesis constaba de un ciclo inicial a 98ºC durante 30 
segundos; 25 ciclos 98ºC 10 segundos, 50-72ºC 10-30 segundos y 72ºC 2 minutos; y un último 
ciclo 4ºC 2 minutos. 

 

Etapa II: tratamiento con quinasa, ligasa y DpnI  

Esta formulación permite una fosforilación eficiente, ligación intramolecular/circularización y 
eliminación del molde en una sola etapa. 

 

Etapa III: Transformación 

Se descongeló una alícuota de 50 μl de células de E. coli químicamente competentes (E. coli 
NEB 5-alpha competente de alta eficiencia NEB # C2987) en hielo y se llevó a cabo la 
transformación de estas según el fabricante. 

 

III.24. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA ENZIMA AE6L 

III.24.1. Influencia del pH en la hidrólisis del p-NP acetato 

Antes de iniciar la caracterización de la enzima AE6L , se procedió a estudiar la influencia del 
pH en la hidrólisis del p-NP con el objetivo de seleccionar el pH óptimo para realizar los ensayos 
de actividad. La influencia del pH se probó en diferentes tampones. Los tampones utilizados fueron 
TE 100 mM, pH 7,3, fosfato de potasio 0,05 M (pH 6,5-8,0) y Tris-HCl (pH 7,5- 9,0). Este ensayo 
se realizó midiendo continuamente el aumento en la absorbancia a 405 nm, durante 1 h, que se 
producía por la liberación de p-nitrofenol en la hidrólisis de p-NP acetato 1 mM en ausencia de la 
enzima. 
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III.24.2. Especificidad de sustrato de la enzima AE6L  

Para estudiar la especificidad de sustrato de la enzima AE6L se utilizaron para-nitrofenoles (p-
NP) de distinta longitud de cadena tales como: p-NP acetato (C2), p-NP butirato (C4), p-NP 
octanoato (C8), p-NP decanoato (C10), p-NP dodecanoato (C12), p-NP miristato (C14), p-NP 
palmitato (C16) y p-NP estearato (C18) y se midió la actividad lipolítica frente a los distintos 
sustratos. El ensayo se llevó a cabo en placas microtiter de 96 pocillos con fondo plano (Greiner 
bio-one) a la temperatura de 37ºC durante 30 minutos, donde se obtuvieron medidas cada 5 
minutos a una absorbancia de 405 nm. La mezcla de reacción contenía 2 mM de sustrato y proteína 
(0,7 μg de enzima pura; 1μg de enzima soluble) en tampón Tris-Cl 1X pH 7,3. Como control 
negativo se utilizó la mezcla de reacción en ausencia de enzima.  

 

III.24.3. Influencia de distintos disolventes orgánicos 

Para el estudio del efecto de diferentes disolventes orgánicos en la estabilidad de la enzima 
soluble, AE6L fue expuesta a diferentes compuestos que normalmente se utilizan en reacciones de 
hidrólisis: dimetil sufóxido (DMSO), N,N-dimetilformamida, metanol, acetonitrilo, etanol, acetona, 
2-propanol, (30 % en tampón TE 1X (Tris-EDTA 1X pH 7,3), y hexano (5 % en tampón TE 1X 
(Tris-EDTA 1X pH 7,3). El ensayo se llevó a cabo a 37ºC durante 30 minutos. Como control 
positivo se utilizó la enzima soluble en ausencia de disolventes y se midió a una absorbancia de 
405 nm en un espectofotómetro (Genesys 10S VIS (Thermo Scientific). La actividad se detectó 
utilizando el p-NP acetato como sustrato. 

 

III.24.4. Influencia de la temperatura 

La influencia de la temperatura se estudió en un rango que osciló entre 25 y 49°C manteniendo 
un valor fijo de pH (pH 7,3). Se midió espectrofotométricamente mediante la liberación de p-
nitrofenol a partir de p-NP acetato (2C) como sustrato en placas microtiter Flat Bottom (Greiner 
bio-one) a 405 nm bajo las mismas condiciones ensayadas que en el apartado III.24.2. Estas 
medidas se realizaron en un lector de placa multipocillos (Fluostar Omega, BMG Labtech) 

 

III.24.5. Termoestabilidad de la enzima AE6L 

El perfil de termoestabilidad se realizó incubando la enzima pura y soluble a varias 
temperaturas (30ºC, 37ºC, 45ºC, 50ºC) durante 30 minutos tomando alícuotas cada 5 min. Las 
alícuotas se enfriaron en un baño de hielo y se analizaron inmediatamente para determinar la 
actividad de la enzima bajo las mismas condiciones experimentales óptimas previamente fijadas 
para medir actividad. 

 

III.24.6. Determinación de los parámetros cinéticos 

Para determinar los parámetros cinéticos de la enzima AE6L, se procedió a realizar el ensayo 
enzimático utilizando concentraciones crecientes (0,25, 0,5, 0,75, 1, 2 y 3 mM) del p-NP acetato 
con el fin de saturar la actividad lipolítica de la enzima. Posteriormente, se procedió a la medida de 
actividad. Los parámetros cinéticos se dedujeron aplicando la cinética de Michaelis (Lineweaver 
and Burk 1934) linearizando mediante la ecuación de Hanes-Woolf Plot (Hanes 1932).  
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III.25. ENSAYOS DE BIOACTIVIDAD DE LOS DIFERENTES DERIVADOS 
FENÓLICOS  

III.25.1. Líneas celulares y tratamiento 

El estudio de las diferentes bioactividades analizadas se llevó a cabo mediante el uso de tres 
líneas celulares diferentes:  

• Células de carcinoma de colon humano (HT-29), adquiridas de la Colección 
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ, Braunschweig, Alemania). 
Para el cultivo de estas células se utilizó el medio de Eagle modificado de Dulbecco 
(DMEM) complementado con suero fetal de ternera 10% (v/v) y con 
penicilina/estreptomicina al 1% (v/v) (Invitrogenä Life Technologies (Karlsruhe, 
Alemania).  

 
• Células endoteliales corneales humanas (HCEC 1CT) cedidas por el Prof. Jerry W. 
Shay (UT Southwestern Medical Center, Dallas, TX, EE. UU.) Estas células se 
cultivaron en un medio basal obtenido a partir del medio DMEM suplementado con 
glucosa 10X 199 (2%), suero fetal bovino (2%), hepes 20 mM, gentamicina (50 μg/ml), 
insulina-transferrina-selenio-G (10 μl/ml), EGF Reg (20 ng/ml) e hidrocortisona (1 
μg/ml).  

• Monocítos humanos TPH-1. En esta línea celular, THP1-XBlue-CD14 derivada de 
monocitos humanos, la enzima fosfatasa alcalina se expresa bajo el control del 
promotor del factor transcripcional de NF-kb. La actividad de la fosfatasa alcalina 
puede medirse mediante una reacción enzimática con técnicas colorimétricas, de modo 
que una mayor actividad de fosfatasa alcalina se relaciona directamente con mayor 
cantidad de NF-kb y por tanto menor efecto anti-inflamatorio. Para el cultivo y 
mantenimiento de la línea THP-1 se utilizó medio RPMI 1640 con L-Glutamina 2 mM 
y HEPES 25 mM (GIBCO, USA), suplementado con suero fetal bovino (PAA, Austria) 
al 10% y 1% de Penicilina/Estreptomicina (PAA).  

Todas las líneas celulares utilizadas en este trabajo fueron cultivadas a 37°C con 5% de CO2 y 
se analizaron rutinariamente para determinar la ausencia de contaminación por micoplasmas.  

 

III.25.2. Fenoles utilizados y tratamiento celular 

Los polifenoles utilizados en este trabajo (Figura 23), fueron disueltos en dimetilsulfóxido 
(DMSO) y se añadieron al cultivo celular, dando como resultado las concentraciones finales de los 
compuestos de ensayo y DMSO al 2% (v/v). Debido a los límites de solubilidad de los compuestos 
ensayados, las concentraciones máximas para todos ellos se ajustaron a 140 mM. Estas medidas 
facilitaron la evaluación adecuada de las curvas dosis-respuesta y de las concentraciones efectivas 
máximas (CE50) en la mayoría de los casos. El control negativo que contenía DMSO al 2% 
siempre fue ensayado en paralelo. 
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Figura 23. Compuestos fenólicos utilizados en el estudio de bioactividad 

 

III.25.3. Estudio de la citotoxicidad 

Para determinar los posibles efectos citotóxicos de los diferentes polifenoles en diversas líneas 
celulares, se establecieron dos métodos de análisis de la citotoxidad basados en la monitorización 
del crecimiento para analizar los efectos de dichos compuestos. El efecto de la citotoxicidad 
provocada por los compuestos fenólicos solo fue comprobado en células HCEC. 

Los efectos citotóxicos en la actividad mitocondrial (MA) se midieron utilizando el ensayo 
WST-1 (tetrazolio soluble en agua). La sal de tetrazolio WST-1 se escinde a formazan por un 
complejo mecanismo celular que se produce principalmente en la superficie. Esta biorreducción 
depende principalmente de la producción glucolítica de NAD(P)H en las células viables. Por lo 
tanto, la cantidad de colorante de formazano se correlaciona directamente con el número de células 
metabólicamente activas en el cultivo. Este ensayo proporciona información sobre el estado 
metabólico de las células. 

En el ensayo de sulforodamina B (SRB), se utiliza una tinción de aminoxanteno de color rosa 
brillante, este compuesto consta de dos grupos sulfónicos que se unen a residuos de aminoácidos 
básicos en condiciones ácidas leves, y se disocian en condiciones básicas. Como la unión de SRB 
es estequiométrica, la cantidad de colorante extraído de las células teñidas es directamente 
proporcional a la masa celular. Este ensayo se realizó de acuerdo con un método modificado de 
Skehan et al. (Skehan et al. 1990). 
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% De la actividad mitochondrial del DMSO = (1 – efecto) * 100 
 

 

Ensayo de citotoxicidad acoplado WST-1 y SRB  

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo en un ensayo acoplado dividido en dos fases. 
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 4.000 células por pocillo y se 
cultivaron durante 48 h. Las soluciones de DMSO (2%) y 0,5% de Triton-X100 (0,5%) se usaron 
como controles negativos y positivos, respectivamente. Después de una incubación de 24 h de las 
células HCEC con los diferentes compuestos fenólicos en un rango de concentración de 0,1–200 
µM, se preparó la detección. Para ello, las células se lavaron con PBS (solución salina tamponada 
con fosfato) y una solución de detección que contenía medio DMEN sin suero y 10% de reactivo 
WST-1. Después de 45 min de incubación se detectó absorción a 450 nm y 650 nm con un lector 
de placas múltiples PerkinElmer Victor3V. Para la cuantificación, los valores a 650 nm se restaron 
a los valores obtenidos a 450 nm, y los datos medidos se remitieron al control del disolvente 
(DMSO al 2% v/v). La absorbancia fue medida a 450 nm y 650 nm como longitud de onda de 
referencia en un lector de placas (Wallac 1420, PerkinElmer, Turku, Finlandia). Según lo descrito 
por (Vejdovszky et al. 2016) el efecto de la citotoxicidad fue calculado relacionando los resultados 
de la absorbancia obtenidos con el control de disolvente como se describe en la siguiente fórmula: 

 

 

 

Las curvas de dosis-respuesta de todos los compuestos fenólicos usados fueron valoradas 
mediante el test estadístico Levenberg-Maraquardt. En él se plantea si hay alguna repercusión del 
compuesto en la célula que pueda potenciar o disminuir los efectos tóxicos del mismo. 

Una vez finalizado el ensayo de WST-1, las mismas placas utilizadas se lavaron dos veces con 
PBS y se fijaron las células con una solución de ácido tricloroacético al 5%. Tras el lavado, las 
placas se dejaron secar durante la noche a temperatura ambiente. Luego se tiñeron por incubación 
con una solución de 0,4% (p/v) de sulforrodamina B (SRB) durante 1 h. Después de lavar con agua 
y ácido acético al 1% v/v, el color de la tinción se eluyó con un tampón TRIS 10 mM a pH 10. Las 
absorbancias se midieron a 570 nm y los efectos sobre el crecimiento celular se remitieron al 
control del disolvente (DMSO al 2% v/v). 

La normalidad de los datos se estableció con Shapiro-Wilk. Los valores atípicos se corrigieron 
de acuerdo con Nalimov. Los niveles de significancia se establecieron en 5%. Las diferencias 
significativas fueron comparadas con el control del solvente y evaluadas a través de ANOVA de un 
factor y posterior prueba post hoc de LSD de Fisher. Las diferencias significativas entre las 
diferentes concentraciones se determinaron mediante un análisis t-student de dos colas. Todos los 
análisis estadísticos se realizaron con el software OriginPro 9.1 G (Origin Lab, Massachusetts). 

 

III.25.4. Estudio del estrés oxidativo 

Para la evaluación de estrés oxidativo intracelular se utilizaron dos métodos basados en el 
reactivo 2’-7’-diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA), un colorante fluorescente permeable a 
través de las membranas celulares que mide actividad hidroxilo, peroxilo y otras especies reactivas 
del oxígeno dentro de la célula. Una vez que el DCFH-DA traspasa las membranas celulares es 
desacetilado mediante esterasas a un compuesto no fluorescente que no es permeable a través de las 
membranas (2’-7’-diclorofluoresceína, DCFH). La oxidación posterior a diclorofluoresceína (DCF) 
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sólo se produce, si el compuesto de estudio es pro-oxidativo y genera especies reactivas de oxígeno 
intracelulares (ROS). La fluorescencia, cuantificable mediante fluorimetría, es directamente 
proporcional a la concentración de ROS (Figura 24). 

 

 
 

Figura 24. Proceso de marcaje con la sonda diclorofluoresceína (DCF). La sonda reducida, esterificada y 
no fluorescente (DCFH-DA) atraviesa la membrana. Una vez dentro, las esterasas la hidrolizan (DCFH) y 
los ROS intracelulares la oxidan para convertirla a la forma fluorescente DCF. 

 

III.25.4.1. Ensayo de diclorofluoresceína (DCF) 

Este estudio se llevó a cabo utilizando la línea celular HCEC. El ensayo se realizó de acuerdo 
con el método de Keston y Brandt (Keston and Brandt 1965). Para ello se sembraron 10.000 
células de HCEC en placas negras de 96 pocillos y se dejaron crecer durante 48 horas. Las células 
se lavaron con PBS y se incubaron con una solución 50 μM de DCF-DA en PBS durante 30 
minutos. Después de lavar nuevamente con PBS, para eliminar los restos no absorbidos de DCF-
DA, las células se incubaron con las sustancias solas o en combinación con DMEM no coloreado, 
que contenía DMSO 2% (v/v) y catalasa 100 u/ml. La fluorescencia se midió a 485/535 nm 
(excitación/emisión) después de 0, 1, 2 y 3 h. Como control positivo se usó una solución de H2O2 1 
mM en DMEM no coloreado sin catalasa.  

 

III.25.4.2. Ensayo DCF de protección 

Este estudio se llevó a cabo utilizando dos líneas celulares diferentes: HCEC y HT-29. Una 
modificación de este ensayo permite probar el efecto antioxidante de un compuesto. Para ello las 
distintas líneas celulares se incubaron previamente con el compuesto de ensayo. Si el compuesto de 
estudio aporta capacidad antioxidante se desencadenarán una serie de mecanismos de defensa 
antioxidantes (por ejemplo, la ruta Nrf2-ARE), por medio de la cual se elimina el exceso de ROS 
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reduciendo de esta manera la formación de DCF fluorescente. El factor de transcripción 2 
relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NF-E2) (Nrf2), está involucrado en la regulación de la 
expresión de genes que codifican diversas proteínas antioxidantes y antiestrés. Actúa uniéndose a 
los elementos de respuesta antioxidante presentes en la región promotora de una gran cantidad de 
genes que codifican para enzimas citoprotectoras, antioxidantes y detoxificantes de fase II, como 
NAD(P) H: quinona oxido-reductasa-1 (NQO1), SOD, glutatión S-transferasa (GST), glutatión 
Peroxidasa (GPx), glutamato-cisteina ligasa (GCL), hemo oxigenasa-1 (HO-1), catalasa y 
tiorredoxina, regulando así su expresión (Baird and Dinkova-Kostova 2011) y los resultados 
fisiológicos y fisiopatológicos de la exposición oxidante.  

Para llevar a cabo este ensayo se sembraron 20.000 células HT-29 y 10.000 de HCEC por 
pocillo en placas negras de 96 pocillos y se dejaron crecer durante 24 h. Las células se incubaron 
con diferentes concentraciones de polifenoles en DMEM (que contiene 10% de FCS, 2% v/v de 
DMSO y 100 u/ml de catalasa) durante otras 24 h. Los pocillos se lavaron luego con PBS y se 
incubaron con una solución 50 μM de DCF-DA en PBS durante 30 minutos. Después de lavarse 
nuevamente con PBS, las células se incubaron durante 1 h con H2O2 1 mM en DMEM no 
coloreado que contenía DMSO 2% v/v y sin catalasa durante 1 h. Las mediciones y la 
cuantificación se realizaron como se describió anteriormente. 

 

III.25.5. Estudio de la capacidad antiinflamatoria 

Para este ensayo se utilizaron monocitos que expresan el gen de la fosfatasa alcalina bajo el 
control del promotor de NF-kb. Los monocitos se sembraron en placas de 24 pocillos con una 
densidad de 120.000 células por pocillo. La solución de DMSO (2%) fue utilizada como control 
negativo y 1 μM dexometasona (Dex) como control positivo. La dexametasona, es utilizada como 
fármaco antiinflamatorio.  

La diferenciación en células adherentes tipo macrófago se llevó a cabo adicionando 10 μg/ml 
de PMA (Forbol 12-miristato 14-acetato) e incubando durante 72 h a 37ºC. Después de este tiempo 
los macrófagos se incubaron con cantidades crecientes de los diferentes compuestos fenólicos (0,1–
200 μM) durante 2h. La estimulación subsiguiente con el lipopolisacárido de E. coli (LPS, 1 μg/ml) 
indujo la transcripción génica de NF-kb, y la liberación de citoquinas TNF-α imitando la respuesta 
inflamatoria.  

El estudio de la actividad antiinflamatoria de los extractos de compuestos fenólicos se llevó a 
cabo midiendo la actividad de la fosfatasa alcalina indirectamente mediante un ensayo 
colorimétrico con el reactivo quanti-Blue (invitrogen). Este reactivo quanti-Blue contiene el 
sustrato fosforilado que hidroliza la fosfatasa alcalina. Así, la actividad de la fosfatasa libera un 
compuesto cromogénico que puede analizarse midiendo la absorbancia a 655 nm. Como la 
expresión de la fosfatasa alcalina está dirigida por el promotor de NF-kb los resultados de actividad 
de fosfatasa alcalina son directamente proporcionales a la activación transcripcional de, NF-kb 
siendo la actividad de la fosfatasa proporcional a la absorbancia. De modo que a mayor actividad 
de NF-kb mayor absorbancia. Los resultados de la actividad de NF-kb se expresan respecto a las 
células tratadas con LPS (control positivo). 
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IV. . RESULTADOS 

 
IV.1. RECOGIDA DE MUESTRAS  

 
Para la recogida de muestras se eligieron sitios localizados en industrias alimentarias cuya 

actividad principal es el procesamiento de alimentos grasos. La muestra HR21 procedente del 
serrín de pescado, fue tomada de una industria de pescado en Isla Cristina (Huelva, España), 
(37.20994°N, - 7.26167°E). HR11 y HR12 fueron tomadas de una industria de curado de carne en 
Higuera la Real (Badajoz, España), (38.151216°N, -6.684258°E) y procedían respectivamente, de 
la grasa que cubre el jamón y de la grasa que gotea en el suelo durante el secado del mismo.  
 

IV.2. DETECCIÓN DE MICROORGANISMOS CON ACTIVIDAD LIPOLÍTICA 
(HIDRÓLISIS) 
 

Con el objetivo de aislar microorganismos transesterificadores se diseñó un método de 
selección en tres pasos. 

 
El primer paso del método de selección diseñado consistió en la detección de microorganismos 

con actividad lipolítica, para ello, las muestras recogidas fueron sembradas en placas con distintos 
medios de cultivo suplementados con tributirina tal y como se describe en Materiales y Métodos. 
Este ensayo permitió detectar la actividad hidrolítica de los microorganismos aislados mediante la 
visualización directa de un halo de hidrólisis alrededor de la colonia. En total se obtuvieron más de 
4.000 colonias de hongos y bacterias, de los cuales, 459 fueron positivas en la degradación de 
tributirina (Tabla 16). La mayoría de los microorganismos crecieron en los medios K9A, K9G y K9 
Gamp. Curiosamente, no se observaron cepas bacterianas lipolíticas en la muestra HR12, donde el 
número de microorganismos obtenidos fue 378, la mayoría correspondientes a cepas fúngicas. 
Finalmente, el estudio se continuó utilizando solamente las cepas bacterianas debido a la alta 
semejanza morfológica entre las cepas fúngicas.  

 

IV.3. DETECCIÓN DE MICROORGANISMOS TRANSESTERIFICADORES 
 
Con el objetivo de seleccionar solo enzimas extracelulares, este segundo paso se llevó a cabo 

usando exclusivamente los sobrenadantes de las 66 cepas bacterianas detectadas en la primera 
etapa de selección. Para ello, se empleó un método basado en la transesterificación del p-nitrofenol 
palmitato (p-NPP) con etanol para liberar el compuesto p-nitrofenol (p-NP). Este método requiere 
que la reacción se realice en condiciones anhidras, por lo que se procedió a la liofilización de los 
sobrenadantes. En paralelo, se llevaron a cabo las reacciones de control tal como se describe en 
Materiales y Métodos, cuyo valor máximo obtenido fue 0,119. Todas las cepas bacterianas que 
mostraron valores de absorbancia por encima del punto de corte de DO410nm 0,119 se consideraron 
positivas. De los 66 sobrenadantes lipolíticos estudiados, 19 produjeron valores de absorbancia 
superiores al punto de corte. Según los criterios descritos la mayoría de los sobrenadantes de las 
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cepas bacterianas mostraron valores entre este punto de corte y el valor de 0,300, y solo 4 de ellos 
mostraron valores superiores a 0,300 (Tabla 17). 

Tabla 16. Distribución de los microorganismos lipolíticos aislados en las diferentes muestras 

Muestra Colonias 
bacterianas 

Colonias 
fúngicas 

Total 
colonias 

HR11 3 0 3 

HR12 0 378 378 

HR21 63 15 78 

Total 66 393 459 

 

IV.4. ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE LAS BACTERIAS TRANSESTERIFICADORAS 

Con el fin de identificar las 19 cepas bacterianas seleccionadas, se realizaron estudios 
filogenéticos utilizando secuencias parciales de ARNr 16S. Usando los cebadores universales 
16F27 y 16R1488 (Tabla 10) se llevó a cabo la secuenciación parcial de un fragmento de 650 pbs 
del ARNr 16S correspondiente a las posiciones 39 y 689 del gen ARNr 16S de E. coli. Tras la 
búsqueda mediante BLASTn (Altschul et al. 1990) se determinó que todas las cepas aisladas 
estaban estrechamente relacionadas con el género Bacillus con valores de identidad entre el 98% y 
el 100%. La reconstrucción filogenética llevada a cabo con diferentes métodos fue consistente y 
sugirió que todas las cepas pertenecen a un taxón que contiene las siguientes especies Bacillus 
aerophilus, Bacillus stratosphericus y Bacillus altitudinis (Figura 25). 

 

Tabla 17. Valores de absorbancia obtenidos en el ensayo de transesterificación  

Cepa Abs 410 nm Cepa Abs 410 nm Cepa Abs 410 nm 

HR21-1 0,229 HR21-23 0,271 HR21-45 0,001 

HR21-2 0,102 HR21-24 0,109 HR21-46 0,023 

HR21-3 0,289 HR21-25 0,024 HR21-47 0,067 

HR21-4 0,065 HR21-26 0,145 HR21-48 -0,001 

HR21-5 0,114 HR21-27 -0,001 HR21-49 0,023 

HR21-6 0,203 HR21-28 0,275 HR21-50 0,018 

HR21-7 0,096 HR21-29 0,292 HR21-51 0,038 

HR21-8 0,095 HR21-30 0,404 HR21-52 0,152 

HR21-9 0,088 HR21-31 0,062 HR21-53 -0,018 

HR21-10 0,036 HR21-32 0,061 HR21-54 0,05 

HR21-11 0,098 HR21-33 0,039 HR21-55 -0,062 

HR21-12 0,14 HR21-34 0,084 HR21-56 -0,077 

HR21-13 0,462 HR21-35 -0,001 HR21-57 0,023 

HR21-14 0,069 HR21-36 -0,046 HR21-58 0,113 

HR21-15 0,077 HR21-37 0,118 HR21-59 0,215 

HR21-16 0,102 HR21-38 0,001 HR21-60 0,149 
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Cepa Abs 410 nm Cepa Abs 410 nm Cepa Abs 410 nm 

HR21-17 0,28 HR21-39 -0,07 HR21-61 0,114 

HR21-18 0,258 HR21-40 0,093 HR21-62 0,17 

HR21-19 0,087 HR21-41 0,065 HR21-63 0,184 

HR21-20 0,327 HR21-42 -0,001 HR11-64 0,317 

HR21-21 0,109 HR21-43 0,005 HR11-65 0,108 

HR21-22 0,081 HR21-44 0,001 HR11-66 0,101 

 
En rojo, las cepas seleccionadas con valores de absorbancia más altos que el control de hidrólisis 
 

 
Figura 25. Relaciones filogenéticas de las cepas aisladas que muestran actividad lipolítica con 
respecto a otras especies del género Bacillus. Streptococcus pneumoniae se utilizó como grupo 
bacteriano externo. Las bacterias aisladas en este trabajo se marcan en negrita. La barra representa un 
0,05% de sustituciones por sitio en el alineamiento. 
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Entre todas las cepas analizadas, HR21-6 fue seleccionada para continuar con el estudio. De 
todas ellas, ésta presentó el mejor rendimiento en reacciones de tranesterificación en compuestos 
fenólicos (estas reacciones se describen posteriormente en el siguiente apartado).  

 
Debido a que la reconstrucción filogenética utilizando secuencias parciales de ARNr 16S no 

diferenció claramente entre las especies relacionadas pertenecientes al género Bacillus, se procedió 
a secuenciar el ARNr completo de la cepa HR21-6. Después de un análisis filogenético adicional, 
la mayor relación filogenética se detectó frente a B. pumilus (Figura 26). 

 
 

 

Figura 26. Relaciones filogenéticas de la cepa HR21-6 con respecto a otras especies tipo del género 
Bacillus. El ARNr de Streptococcus pneumoniae se utilizó como grupo bacteriano externo. Los ARNr 
utilizados corresponden a 1380 pbs. La barra representa un 0,02% de sustituciones por sitio en el 
alineamiento. 

 
IV.5. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO 
PARA LA PRODUCCIÓN DE ENZIMAS LIPOLÍTICAS  

En primer lugar, se realizaron estudios de optimización de la producción de lipasas.  

Un factor importante en este estudio fue definir las condiciones óptimas de crecimiento de la 
cepa para la producción de un sobrenadante rico en enzimas con capacidad transesterificadora. Para 
ello se tuvieron en cuenta dos parámetros claves: medio de cultivo y tiempo de incubación. La 
temperatura de incubación fue de 37ºC por ser la temperatura óptima de crecimiento. En esta etapa, 
aún no estaba definido si las enzimas responsables de la actividad transesterificadora observada 
eran inducidas por compuestos lipídicos o se expresaban constitutivamente. Por lo tanto, se agregó 
tributirina a los diferentes medios como posible inductor lipídico. Para realizar estos ensayos de 
actividad lipolítica se utilizó p-NP palmitato como sustrato.  

Se determinó que el sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6 presentaba su máxima actividad 
cuando la cepa era cultivada en medio PYB después de 48 h de incubación, correspondiente con la 
fase estacionaria tardía. En medio LB, la actividad máxima se alcanzó después de 24 h de 
crecimiento. En ambos casos, la adición de tributirina produjo una disminución en la actividad de 
las enzimas transesterificadoras (Figura 27). 
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Figura 27. Valores de la actividad transesterificadora específica de proteínas solubles en el 
sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6 crecido en medios LB y PYB, y los mismos medios adicionados 
con tributirina (LBT y PYBT) a distintos tiempos. Las barras de error muestran el error estándar de 
n=3. 

 
Por otra parte, se determinó la temperatura óptima de reacción. Para ello se creció Bacillus sp. 

HR21-6 en las condiciones óptimas descritas anteriormente. La actividad específica se determinó a 
partir del sobrenadante liofilizado utilizando p-NP palmitato como sustrato a distintas temperaturas 
de reacción. La temperatura óptima de reacción fue 37°C tal y como se muestra en la Figura 28. 
Esta elección se vio motivada debido a la alta variabilidad observada a 45°C y por la facilidad que 
aportaba realizar los ensayos a 37°C. 
 

 
 

Figura 28. Valores de la actividad transesterificadora específica del sobrenadante de Bacillus sp. 
HR21-6 crecido en PYB a 37°C durante 48 h y analizado a distintas temperaturas de reacción. Las 
barras de error muestran el error estándar de n=3. 
 

IV.6. SÍNTESIS QUIMIOENZIMÁTICA DE DERIVADOS LIPÓFILOS DE 
COMPUESTOS FENÓLICOS Y CARBOHIDRATOS UTILIZANDO EL 
SOBRENADANTE DE Bacillus sp. HR21-6 

Este apartado de la Tesis Doctoral fue llevado a cabo en el laboratorio del Prof. José María 
Fernández Bolaños del Departamento de Química Orgánica de la Faculta de Química. Los 
compuestos fenólicos empleados en este trabajo son moléculas procedentes del olivo con destacada 
naturaleza antioxidante. Estos compuestos fueron: hidroxitirosol (HT) 1, 3,4-dihidroxifenilglicol 
(DHPG) 4 y alcohol protocatecuíco 8 (Figura 29).  
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Figura 29. Compuestos fenólicos Hidroxitirosol 1, 3,4-dihidroxifenilglicol 4, alcohol protocatecuíco 8 

 

El estudio regioselectivo de carbohidratos se llevó a cabo con tres carbohidratos modelo no 
reductores y totalmente desprotegidos: el metil α-D-glucopiranósido 11, la α,α-trehalosa 12 y la 
sacarosa 16 (Figura 30). 

Figura 30. Carbohidratos modelo no reductores. metil α-D-glucopiranósido 11, α,α-trehalosa 12, 
sacarosa 16 

 

Uno de los objetivos de este apartado fue obtener ésteres fenólicos lipófilos mediante la 
esterificación de grupos alcohólicos primarios de estos tres polifenoles sin que se vea afectado el 
grupo catecol, el cual es esencial para mantener la capacidad antioxidante de la molécula.  

En un primer ensayo se probaron diferentes de estas cepas tranesterificadoras en reacciones de 
acetilación y desacetilación obteniendo resultados muy similares entre ellos. Además, debido a que 
el análisis filogenético de estas cepas mostró una gran semejanza entre ellas, solo algunas de estas 
fueron probadas en las reacciones de acetilación y desacetilación. Finalmente, se decidió 
seleccionar la cepa Bacillus sp. HR21-6 para continuar con el estudio utilizando las condiciones de 
crecimiento optimizadas para la producción de lipasas, tal como se describe en el apartado anterior. 

 

IV.6.1. Reacciones de acetilación de polifenoles procedentes del olivo 

Las primeras reacciones planteadas en este trabajo fueron las de transesterificación de grupos 
acetilo en los compuestos fenólicos 1, 4 y 8 con el objetivo de obtener derivados parcialmente 
acilados.  

Este tipo de reacciones permiten en una fase inicial determinar la regioselectividad de las 
enzimas estudiadas. Con fines comparativos, también se estudió en paralelo una lipasa comercial 
procedente de Candida antarctica (CALB).  

 hidroxitirosol 1  3,4-dihidroxifenilglicol 4  alcohol protocatecuíco  8 

Metil-D-Glucopiranósido 11 α,α-trehalosa 12  sacarosa 16 
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En general, la acetilación de estos compuestos utilizando el extracto de Bacillus sp. HR21-6 no 
fue muy exitosa ya que en su mayoría se obtuvieron conversiones muy bajas, a pesar de que era la 
mejor de las cepas aisladas. La optimización de las condiciones de cultivo para la producción de 
lipasas tampoco mejoró los niveles de transesterificación. Debido al poco éxito obtenido se optó 
por examinar la desacetilación regioselectiva de estos compuestos tras un proceso inicial de 
peracetilación de los mismos. 
 

I.V.6.2. Reacciones de desacetilación en polifenoles procedentes del olivo 

Para llevar a cabo la desacetilación selectiva de los compuestos fenólicos analizados, 
previamente fue necesario llevar a cabo un proceso de peracetilación, descrito en el apartado III. 
17.1 de Materiales y Métodos.  

 

IV.6.2.1. Desacetilación del hidroxitirosol peracetilado 

La O-desacetilación del hidroxitirosol peracetilado 2 se efectuó usando un alcohol alifático 
(MeOH) como disolvente y el sobrenadante liofilizado de la cepa Bacillus sp. HR21-6. La reacción 
fue completamente regioselectiva en las posiciones fenólicas, y dio un derivado monoacetilado 3 
en la posición alifática con excelentes rendimientos (90%) (Figura 31). El derivado 3 es un 
compuesto natural presente en el aceite de oliva virgen extra (Brenes et al. 1999). 

 

 
 
Figura 31. Desacetilación regioselectiva del hidroxitirosol peracetilado 2 catalizada por el extracto 
enzimático de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado hidroxitirosol monoacetilado 3  

 

IV.6.2.2. Desacetilación del DHPG peracetilado 

En la desacetilación del DHPG peracetilado el grupo acetoxi en la posición primaria 
permaneció intacto, mientras que el grupo acetoxi en la posición bencílica fue sustituido por el 
grupo alcoxi correspondiente. Esto dio como resultado la síntesis de derivados eterificados 
monoacetilados 6a-d (Figura 32). Un factor para tener en cuenta es que si las reacciones se 
producían en presencia del alcohol alifático MeOH como disolvente y el sobrenadante liofilizado 
de Bacillus sp HR21-6 como biocatalizador se llegaba a una conversión completa del DHPG 
peracetilado (compuesto 5) al compuesto 6a con rendimientos de hasta el 79%, mientras que, en 
presencia de otros alcoholes alifáticos, a medida que aumentaba el número de carbonos del alcohol 
fueron necesarios tiempos de reacción más altos y mayores cantidades de extracto enzimático. En 
el siguiente paso, los correspondientes derivados completamente desacetilados 7a-d se prepararon 
mediante una metanolisis básica en presencia de Cs2CO3 como base débil con un rendimiento 
variable.  
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Figura 32. Desacetilación regioselectiva del DHPG peracetilado 5 catalizado por el extracto 
enzimático de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado los diferentes derivados eterificados y 
monoacetilados 6a-d y sus correspondientes derivados desacetilados 7a-d  

 

IV.6.2.3. Desacetilación del alcohol protocatecuíco peracetilado 

En la desacetilación del alcohol protocatecuíco peracetilado 9 utilizando MeOH como 
disolvente (Figura 33), el grupo acetoxi de la posición bencílica fue sustituido por un grupo metoxi, 
originando el compuesto 10.  

 

 
 
Figura 33. Deacetilación regioselectiva del alcohol protocatecuíco peracetilado 9 catalizada por el 
extracto enzimático de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado el éter metílico del alcohol 
protocatecuíco en la posición 2 (compuesto 10) 
 

IV.6.3. Reacciones de acetilación de carbohidratos 

El estudio de los distintos carbohidratos se abordó siguiendo las mismas pautas que para los 
compuestos fenólicos. De forma similar a lo que ocurría en la acetilación de polifenoles, para los 
compuestos 11, 12 y 16, incluso después de tiempos de reacción largos, no sólo se observó un bajo 
grado de conversión a los derivados acetilados, sino también una baja regioselectividad, traducida 
en una mezcla compleja de productos. 

 

IV.6.4. Reacciones de desacetilación de carbohidratos peracetilados 

Teniendo en cuenta la poca efectividad de las acetilaciones y el éxito de las desacetilaciones en 
los sustratos fenólicos, se decidió ensayar también las desacetilaciones en los derivados 

7 6 

Extracto enzimático 
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peracetilados de carbohidratos. Lo más destacable en las reacciones de desacetilación usando el 
sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6 fue la perdida de simetría observada al usar como sustratos 
tanto la trehalosa y la sacarosa peracetiladas. 

En el caso de la trehalosa peracetilada 13, la desacetilación solo se llevó a cabo en uno de los 
anillos de glucosa, total o parcialmente, dejando el segundo completamente acetilado, lo que dio 
lugar a una pérdida de la simetría en la molécula de la a,a-trehalosa en dos pasos, peracetilación y 
desacetilación regioselectiva originando dos productos mayoritarios el 2,3,4,6-tetra-O-acetil- a,a-
trehalosa 14 y 2,3,4,6,6’-penta-O-acetil-a,a-trehalosa 15 (Figura 34). 

 

Figura 34. O-Desacetilación regioselectiva de la trehalosa peracetilada 13 catalizada por el 
sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado 2,3,4,6-tetra-O-acetil- a,a-trehalosa 14 y 
el 2,3,4,6,6’-penta-O-acetil-a,a-trehalosa 15 

 
La desacetilación regioselectiva de la sacarosa peracetilada 17 también originó la pérdida de 

simetría de la molécula dando los compuestos 2,3,4,6,6’-penta-O-acetilsacarosa 18 y 2,3,4,6,1’,6’-
hexa-O-acetilsacarosa 19 que corresponden a la desacetilación del anillo de fructosa sin alterar el 
anillo de glucosa (Figura 35). 

Figura 35. O-Desacetilación regioselectiva de la sacarosa peracetilada 17 catalizada por el 
sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado 2,3,4,6,6’-penta-O-acetilsacarosa 18 y 
2,3,4,6,1’,6’-hexa-O-acetilsacarosa 19 

17 
sacarosa 

peracetilada  

19 
2,3,4,6,1’,6’-hexa-O-

acetil sacarosa  

18 
2,3,4,6,6’-penta-O-

acetil sacarosa  

13 
trehalosa 

peracetilada 

15 
2,3,4,6,6’-penta-O-
acetil-a,a-trehalosa 

14 
R=2,3,4,6-tetra-O-acetil- a,a-

trehalosa 
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IV.6.5. Reacciones de desacetilación de la oleuropeína  

La oleuropeína es un secoiridoide aislado de las hojas y los frutos verdes de Olea europeae, 
que confiere el característico sabor amargo al aceite. Este compuesto es de gran interés debido 
entre otras, a sus propiedades antioxidantes, antiproliferativas y apoptóticas, o su efecto 
vasodilatador (Vanella et al. 2012; Goldsmith et al. 2018; Omar 2010a). 

Teniendo en cuenta que las reacciones de acetilación con los diferentes extractos no fueron 
altamente regioselectivas tal y como se demostraron en los primeros ensayos se optó por ensayar 
directamente las reacciones de desacetilación de la oleuropeína peracetilada.  

Por otra parte, debido al éxito obtenido en los resultados anteriores, tanto en sustratos fenólicos 
como en carbohidratos, y teniendo en cuenta la presencia de ambos compuestos en la estructura de 
la oleuropeína, se decidió probar la actividad del sobrenandante de Bacillus sp. HR21-6 sobre este 
sustrato para determinar la quimioselectividad de la reacción. 

La desacetilación de la oleuropeína peracetilada 21 procedió en un tiempo de reacción muy 
corto y con poca selectividad. Se detectó una alta proporción del compuesto completamente 
desprotegido 20, junto a una pequeña proporción de los derivados tetraacetilados en la unidad de 
glucosa 22 ó 23, y del compuesto peracetilado de partida 21 (Figura 36). 

Figura 36. O-Desacetilación regioselectiva de la oleuropeína peracetilada 21 utilizando el sobrenadante de 
Bacillus sp. HR21-6, dando como resultado oleuropeina desacetilada y los derivados tetraacetilados en la 
unidad de glucosa 22 ó 23 
 

IV.7. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE LOS GENES RESPONSABLES DE LA 
ACTIVIDAD LIPOLÍTICA DE Bacillus sp. HR21-6 

Para este fin se llevaron a cabo diferentes estrategias: purificación a partir del propio 
organismo, identificación de las lipasas y esterasas en el genoma de la bacteria y análisis del 
secretoma. Los intentos de purificación de la proteína de interés a partir del sobrenadante del 
cultivo del propio organismo mediante columnas hidrofóbicas no condujeron a ningún resultado 
positivo, por lo que el estudio se centró en el análisis del secretoma de Bacillus sp. HR21-6. 

 

IV.7.1. Secuenciación y análisis bioinformático del genoma de Bacillus sp. HR21-6 

Con el objetivo de identificar el gen responsable de la actividad lipolítica en el sobrenadante 
de Bacillus sp. HR21-6, en un primer paso, se procedió a la secuenciación y ensamblaje del 
genoma de esta cepa con el objetivo de tener el catálogo completo de genes de dicha estirpe. Esto 

21 R´= AcO 22 R
1
=H, R

2
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23 R
1
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=OH, R
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fue realizado por la Unidad de Genómica Funcional, Servicio de Biología, CITIUS. Para ello se 
utilizó una tecnología de secuenciación de última generación a través de un pirosecuenciador 
(Genome Sequencer FLX System 454, Roche). El ensamblaje de la secuencia se realizó usando el 
programa SOAP de novo, versión 1.05. Tras la optimización del ensamblaje mediante el 
emparejamiento de extremos y las relaciones de solapamiento para construir contigs, se obtuvo el 
ensamblaje final de la secuencia con un total de 63 contigs, un tamaño de 3.727.231 pbs y 41,26% 
de contenido G+C (Tabla 18). El genoma se anotó utilizando el servidor RAST, el cual realiza 
anotaciones rápidas utilizando tecnología de subsistemas y se determinó un porcentaje de similitud 
del 96,12% con Bacillus pumilus. 
 
Tabla 18. Datos de secuenciación y filtración de datos del genoma de Bacillus HR21-6 
 

Nombre 
de la 

muestra 

Tamaño 
medio 
(pbs) 

Total de 
bases 

secuenciadas 

tamaño de 
ensamblaje 

(pbs) 
Contigs Genes 

anotados 
Contenido 

G+C 

ADN 
Bacillus sp. 

HR21-6 
407 84.233.404 3.727.231 63 3.961 41,26% 

 
En el análisis del genoma de Bacillus sp. HR21-6 se determinó con una similitud elevada la 

presencia 5 lipasas y 27 esterasas. 
 

IV.7.2. Análisis del secretoma de Bacillus sp. HR21-6 

El análisis del secretoma de Bacillus sp. HR21-6 se inició con el aislamiento de dos fracciones 
extracelulares mediante centrifugación diferencial: la fracción extracelular soluble libre (FSEP; 
Free Soluble Extracellular Fraction) y la fracción unida a las vesículas de membrana (OMV; 
Outer Membrane Vesicules). Para ello, esta cepa fue crecida en medio PYB a 37°C y se recogieron 
muestras a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h) para su análisis. 

El siguiente paso tras el aislamiento de las dos fracciones a diferentes tiempos fue comprobar 
la integridad de estas muestras mediante SDS-PAGE. Para ello se cargaron 2 μg de extracto de 
proteína total de cada muestra en geles de acrilamida al 10% y se tiñeron con nitrato de plata 
(Figura 37). Estos geles también fueron usados para la corrección de la cuantificación de proteínas 
mediante densitometría. Finalmente, tras comprobar un patrón proteico similar en todos los 
tiempos analizados, se decidió analizar sólo las fracciones obtenidas a las 48 h debido a que en ese 
punto se encontró muestras con una mayor actividad transesterificadora cuando se cuantificaba el 
ensayo colorimétrico usando como sustrato p-NP palmitato (Figura 37). 

Para la identificación de las proteínas secretadas, se analizaron las muestras previamente 
digeridas con tripsina mediante QTRAP 5500, utilizando enfoques EM ER (Resolución Mejorada 
de Masa). Mediante este procedimiento se identificaron un total de 28 proteínas en la fracción de 
OMV y 48 en la fracción de FSEP (Tabla 19). De todas las proteínas identificadas sólo una 
mostraba homología con enzimas lipolíticas: una isoforma de la ramnogalacturonano acetilesterasa. 
Esta enzima estaba presente en las fracciones FSEP, pero no en las OMV. 

Para confirmar este hallazgo, se realizó un análisis más exhaustivo de esta enzima mediante 
RMN (Resonancia Magnética Nuclear) en el que se analizaron dos péptidos (carga 2+ y 3+) con al 
menos tres transiciones cada uno. Mediante este análisis, se detectó que en las muestras FSEP, los 
picos detectados con la transición deseada para el péptido GATPLLLTPVGR eluyeron en los 
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mismos tiempos de retención. Estas transiciones magnéticas son originadas en el núcleo de la 
molécula y es específica para cada péptido. En el caso de las muestras de OMV, no se detectó 
ningún pico que presentase dicha transición a ese tiempo de retención (Figura 38). 

 
Figura 37. Gel SDS-PAGE teñido con nitrato de plata, donde se muestra las proteínas presentes en las 
FSEP y OMV del sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6 recogidas a diferentes tiempos. M. Marcador 
de pesos moleculares. PYB. Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de Bacillus sp. HR21-6. 
 
Tabla 19. Proteínas aisladas de las fracciones FSEP y OMV de Bacillus sp. HR21-6 y 
número de péptidos encontrados en cada una de ellas con un índice de confianza del 95%  

 
FSEP 

(Free Soluble 
Extracellular Fraction) 

48 h 

Proteína Nº de péptidos  

1 Proteína hipotética 24 

2 Catalasa (EC 1.11.1.6) 8 
3 Proteína hipotética 7 

4 Complejo de la piruvato deshidrogenasa 
(EC1.8.1.4) 6 

5 Oligopéptido 5 
6 Subtilisina E (EC:3.4.21.62) 5 
7 Fosfopentomutasa (EC 5.4.2.7) 3 
8 ATP carboxiquinasa [ATP] (EC 4.1.1.49) 3 
9 Oxidoreductasa 2 
10 Aldo/ceto reductasa 2 
11 Ribonucleasa (EC 3.1.27.-) 2 
12 Ramnogalacturonano acetilesterasa 3 

13 Proteína de la familia del anclaje de superficie de 
la pared celular, motivo LPXTG 3 

14 Fosfoglicerato mutasa (EC 5.4.2.1) 3 
15 Arginasa (EC 3.5.3.1) 2 
16 Proteína hipotética 2 
17 Leucina deshidrogenasa (EC 1.4.1.9) 1 
18 Alanina deshidrogenasa e (EC 1.4.1.1) 1 
19 Citosol aminopeptidasa (PepA) (EC 3.4.11.1) 1 
20 Proteína de resistencia a telurio (TerD) 1 

21 Subtilisina Carlsberg (EC:3.4.21.62) 1 
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FSEP 
(Free Soluble 

Extracellular Fraction) 
48 h 

Proteína Nº de péptidos  

22 Manganeso superoxido dismutasa (EC1.15.1.1) 1 
23 Proteína hipotética 1 
24 Metionina sintasa II 1 
25 Lipoproteina yhcN 1 

26 
Proteína de unión a ADN (Dps)/ proteína 

antioxidante de ferritina de unión a hierro / 
ferroxidasa (EC 1.16.3.1) 

1 

27 Peptidasa M42 1 
28 Tripeptido aminopeptidasa (EC 3.4.11.4) 1 
29 Fosfato acetiltransferasa (EC 2.3.1.8) 1 
30 Oligoendopeptidasa F 1 
31 Inhibidor de proteinasas intracelular (BsuPI) 1 
32 Cisteína sintasa (EC 2.5.1.47) 1 
33 Peptidasa T (EC 3.4.11.4) 1 
34 Proteína anclada a la pared celular (IsdC) 1 
35 Familia de proteínas ThiJ/PfpI 1 
36 Proteíana hipotética 1 
37 Factor de reciclaje ribosómico 1 
38 4-oxalocrotonato tautomerasa (EC 5.3.2.-) 1 
39 Gamma-glutamiltranspeptidasa (EC 2.3.2.2) 1 

40 NADH dependiente de butanol deshidrogenasa 
A (EC 1.1.1.) 1 

41 (3R)-hidroximiristoil-deshidratasa [proteína 
transportadora de acil] (EC 4.2.1.-) 0 

42 
Proteína que cataliza la escisión del p-

aminobenzoil-glutamato a p-aminobenzoato y 
glutamato, subunidad A 

1 

43 Proteína de resistencia a telurio (TerD) 1 

44 Proteasa dependiente de ATP (EC 3.4.21.53) 
LonB Tipo I 1 

45 Hidroxilasa del citocromo P450 1 

46 GTP ciclohidrolasa I (EC 3.5.4.16) 1 

47 Transportador de manganeso ABC, proteína de 
unión periplásmica SitA 1 

48 Proteína hipotética 1 

 
OMV (Outer 
Membranes 
Vesicules) 

48 h 

Proteína Nº de péptidos  

1 Catalasa (EC 1.11.1.6) 20 
2 Proteína hipotética 14 
3 Glutamina sintetasa tipo I (EC 6.3.1.2) 15 
4 Dihidrolipoamida deshidrogenasa del complejo piruvato 

deshidrogenasa (EC 1.8.1.4) 
8 

5 Peptidasa M42 6 
6 Sintasa 6,7-dimetil-8-ribitllumazina (EC 2.5.1.78) 6 

7 Transaldolasa (EC 2.2.1.2) 4 
8 Arginasa (EC 3.5.3.1) 4 
9 Proteasa de serina extracelular 4 
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OMV (Outer 
Membranes 
Vesicules) 

48 h 

Proteína Nº de péptidos 

10 Proteína de unión a ADN Dps / proteína antioxidante de 
ferritina de unión a hierro / ferroxidasa (EC 1.16.3.1) 4 

11 Manganeso superoxido dismutasa (EC 1.15.1.1) 3 
12 Proteína hipotética 3 
13 Leucina deshidrogenasa (EC 1.4.1.9) 3 
14 Aminopeptidasa (EC 3.4.11.-) 2 
15 Proteína hipotética 2 

16 2,3-bisfosfoglicerato fosfoglicerato mutasa 
(EC 5.4.2.1) 2 

17 Manganeso superoxido dismutasa 1 
18 Oligoendopeptidasa F 1 

19 ATP carboxiquinasa [ATP] (EC 4.1.1.49) 1 

20 Transportador de manganeso ABC, proteína de unión al 
ATP SitB 2 

21 Cefalosporina C deacetilasa 1 

22 Subunidad translocasa de preproteínaYajC 
(TC 3.A.5.1.1) 1 

23 Fosfopentomutasa (EC 5.4.2.7) 2 
24 Citosol aminopeptidasa (PepA) (EC 3.4.11.1) 1 

25 Glutamil aminopeptidasa (EC 3.4.11.7) 1 
26 Transportador de estafilobactina ABC de Siderforo 1 

27 Dihidroneopterina aldolasa (EC 4.1.2.25) 1 

28 3-deshidroquinato deshidratasa I (EC 4.2.1.10) 1 

28 3-deshidroquinato deshidratasa I (EC 4.2.1.10) 1 
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Figura 38. RMN de la enzima ramnogalacturonano acetilesterasa detectada en la fracción FSEP del 
sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6. FSEP (Free Soluble Extracellular Fraction). OMV (Outer 
Membrane Vesicules). 

 
La proteína de Bacillus sp. HR21-6 identificada como ramnogalacturonano acetilesterasa 

mediante proteómica, fue nombrada como AE6L. El análisis bibliográfico de esta proteína sugirió 
que tenía potencial para llevar a cabo reacciones de acetilación/desacetilación, y por tanto, podría 
ser la enzima presente en el sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6 responsable de llevar a cabo las 
reacciones de transesterificación. 
 

IV.8. ANÁLISIS IN SILICO DE LA ENZIMA AE6L 

IV.8.1. Clasificación y dominios de la enzima AE6L 

La búsqueda de dominios conservados en esta proteína se realizó utilizando la base de datos 
CDD (Conserved Domain Database) (Marchler-Bauer et al. 2004) e indicó la presencia en AE6L 
de un dominio conservado común en todas las hidrolasas de la subfamilia SGNH de la familia II o 
GDSL (Akoh et al. 2004) (Figura 39) con un score total de 433 y un e-value de 1e-153. 
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Figura 39. Esquema que muestra la posición del dominio conservado SGNH-Hidrolasa de AE6L 

 
Mediante el uso del programa BLAST se determinaron los porcentajes de semejanza de AE6L 

con algunas de sus proteínas relacionadas disponibles en la base de datos (Tabla 20). El análisis 
mostró el alto porcentaje de semejanza de AE6L con proteínas pertenecientes a la subfamilia 
SGNH, como son la proteína de Bacillus stratosphericus LAMA 585 (100 %) y de otras especies 
diferentes del género Bacillus (97-99 %). 

 
Tabla 20. Semejanza de la proteína AE6L con otras proteínas homólogas en diferentes 
especies del género Bacillus depositadas en las bases de datos 

 

Especie Proteína Longitud 
(aas) 

% de 
semejanza Nº de acceso 

Bacillus 
strastosphericus 

LAMA 585 

ramnogalacturonano 
acetilesterasa 433 100 EMI14919.1 

MULTISPECIES: 
[Bacillus] 

ramnogalacturonano 
acetilesterasa 433 100 WP_017358823.1 

MULTISPECIES: 
[Bacillus 
altitudinis 
complex] 

ramnogalacturonano 
acetilesterasa 432 99 WP_048002709.1 

Bacillus pumilus ramnogalacturonano 
acetilesterasa 432 99 WP_017366858.1 

Bacillus 
australimaris 

ramnogalacturonano 
acetilesterasa 424 97 WP_060699997.1 

 
Con estos datos podemos clasificar a la enzima AE6L como miembro de la familia II o GDSL 

según la clasificación de lipasas y esterasas bacterianas (Arpigny and Jaeger 1999), las cuales 
poseen un pentapéptido conservado característico. Esta secuencia conservada no está conformada 
por la típica secuencia en glicina – X – serina – X - ácido aspártico, en su lugar se establece una 
glicina, seguido de un ácido aspártico, una serina, una leucina y en algunos casos una serina, de ahí 
que se le denomine familia GDSLS. Normalmente, como la última serina no se conserva en todas 
las proteínas de esta familia, se le ha reducido el nombre a familia GDSL.  

Llevando a cabo un alineamiento de la secuencia de aminoácidos de las proteínas que forman 
esta familia, se ha visto que algunas tienen conservados en la misma posición cuatro aminoácidos 
que están implicados en la actividad catalítica de la enzima, dando lugar a una subfamilia. Estos 
aminoácidos son una serina, un ácido glutámico, una asparagina y una histidina, donde la serina 
provoca el ataque nucleofílico, el ácido glutámico y la asparagina son donadores de protones y la 
histidina actúa desprotonando a la serina (Akoh et al. 2004). 
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En la Figura 40 se muestra la reconstrucción filogenética que recoge la distancia de AE6L con 
respecto a otras enzimas lipolíticas pertenecientes a algunas familias de enzimas lipolíticas. Como 
se observa en esta figura, AE6L se agrupa con otras lipasas de la familia II, tal y como se predijo 
mediante análisis bioinformáticos.  
 

 
 
Figura 40. Árbol filogenético que muestra la posición de AE6L de Bacillus sp. HR21-6 con respecto 
a otras enzimas pertenecientes a diferentes familias de enzimas lipolíticas bacterianas. La escala 
muestra la distancia correspondiente a un 50% de divergencia. El árbol se construyó utilizando el 
programa MEGA 5.0 con el algoritmo Neighbor-Joining. 

 
 

 

 

 
 
 
 
 

CAA22794 Streptomyces coelicolor 
AY026355 Paucimonas lemoignei

YP001674955 Shewanella halifaxensis

AAX86643 Bacillus cereus 
ABB90597 Geobacillus thermoleovorans

AE001273 Chlamydia trachomatis

P37967 Bacillus subtilis

EU515239 ADN ambiental
ZP01076064 Marinomonas sp. 

CAH06543 Bacteroides fragilis 

NP228147 Thermotoga maritima

CAG19796 Photobacterium profundum

AAA99492 Arthrobacter globiformis
CAA78842 Streptomyces anulatus

P10480 Aeromonas hydrophila

Y11778 Rickettsia prowazekii

AF04714 Salmonella typhimurium

AE6L Bacillus sp. HR21-6

X53869 Moraxella sp.

U03114 Streptomyces albus

M584451 Pseudomonas oleovorans

M74010 Bacillus subtilis 

D11455 Pseudomonas fluorencens

D50587 Pseudomonas aeruginosa

Familia VII 

Familia IX

Familia XIII

Familia XII

Familia X

Familia VIII

Familia XI

Familia I

Familia V

Familia II

M57297 Streptomyces scabies

Familia III

Familia 
VI
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IV.8.2. Análisis de la estructura secundaria de la enzima AE6L 

El análisis de la estructura secundaria de AE6L se llevó a cabo utilizando el programa PSIpred 
(McGuffin et al. 2000) (Figura 41). Según esta predicción, la proteína AE6L está constituida por 9 
hélices alfa (42 %) y 5 hojas plegadas beta (10%).  

Figura 41. Esquema de la estructura secundaria de AE6L utilizando el programa PSIPred. Las hélices 
alfa (α) están representadas por cilindros de color rosa; las hojas plegadas beta (β) se representan por 
flechas amarillas. Las barras azules indican el grado de fiabilidad de la predicción. Conf: Fiabilidad de 
la predicción; Pred: predicción de la estructura secundaria; AA: secuencia de aminoácidos. 

 
IV.8.3. Predicción de la estructura tridimensional de la proteína AE6L 

Para generar la estructura tridimensional de la proteína AE6L se utilizó la plataforma I-
TASSER (Roy et al. 2010) que permite realizar la predicción automatizada de la estructura y 
función de proteínas. La estructura tridimensional de la proteína AE6L, se determinó por el método 
de modelado por homología, el cual utiliza como referencia proteínas con secuencias resueltas y de 
estructura tridimensional disponibles en PDB (Protein Data Bank). La evaluación del modelo se 
realizó mediante la herramienta “Structure assessment” del programa SWISSMODEL (Arnold et 
al. 2006) determinando la correcta conformación geométrica de la proteína por medio del análisis 
estereoquímico presentado en el gráfico de Ramachandran, el cual cumplió esencialmente con los 
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parámetros estereoquímicos de una estructura estable, con un 86.7% de residuos en las regiones 
más favorables (Figura 42). Los sitios donde hay mayor probabilidad de que los ángulos que 
conforman la estructura proteica sean reales corresponden a las regiones designadas como más 
favorables mientras que las que corresponden a sitios con menor probabilidad de acercamiento al 
ángulo correcto se designan como adicionalmente permitidas, generosamente permitidas y las no 
permitidas. Al analizar los resultados de la evaluación es posible deducir que el modelo constituye 
una aproximación a la estructura real de la proteína AE6L.  

 

 
 
Figura 42. Plot de Ramachandran que muestra la conformación estereoquímica de los ángulos phi 
(giro en torno al enlace que une al C alfa con el C del plano anterior) y psi (giro al enlace que une al C 
alfa con el N del plano posterior) de la estructura tridimensional de la proteína AE6L. El código de 
colores indica la fiabilidad de las predicciones, desde las más favorables (verde oscuro) a las no 
permitidas (blanco). Los residuos se muestran como círculos. 

 
El modelo final fue visualizado con PyMOL (Delano 2002) y se determinó tanto la predicción 

de su estructura tridimensional (Figura 43), como las regiones donde hubo coincidencias con la 
estructura secundaria de la proteína 1deo (ramnogalacturonano acetilesterasa) de Aspergillus 
aculeatus, con la que se determinó una identidad del 27% (Figura 44). 
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Figura 43. Modelo tridimensional de AE6L generado por I-TASSER y visualizado con PyMOL. las 
hojas plegadas beta (β) se representan por flechas amarillas, las hélices alfa (α) están representadas de 
color rojo, y los bucles en verde. 

 

 
 

Figura 44. Estructuras tridimensionales superpuestas de la proteína AE6L (azul) y de la proteína 1deo 
de Aspergillus aculeatus (rojo) 

 

IV.8.4. Predicción de la localización celular de la enzima AE6L 

A pesar de haber encontrado a la proteína AE6L en el secretoma, el análisis informático de su 
secuencia mediante el programa informático SignalP 4.0 (Bendtsen et al. 2004), utilizando el 
modelo de Hidden Markov (HMM) predijo que la enzima AE6L carece de péptido señal (Figura 
45). 
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Figura 45. Predicción de la presencia de péptido señal según el programa informático SignalP 4.0 
 

IV.8.5. Predicción de la topología de AE6L 

Mediante el programa TMHMM Server v.2.0 (Krogh et al. 2001) se llevó a cabo la predicción 
de la existencia de regiones transmembrana, basándose en la hidrofobicidad de las distintas 
regiones de la proteína AE6L. En este caso, el programa predijo que no existían posibles regiones 
transmembrana sugiriendo que no se encuentra anclada a la membrana bacteriana (Figura 46). 

 

 
 
Figura 46. Predicción de hidrofobicidad de las distintas regiones de AE6L según el programa 
TMHMM Server 
 

IV.9. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL GEN QUE CODIFICA LA PROTEÍNA AE6L 
MEDIANTE RT-qPCR 

Con el propósito de estudiar la expresión del gen que codifica la proteína AE6L en Bacillus sp. 
HR21-6 se procedió a cuantificar los niveles de ARNm a diferentes tiempos de cultivo de la 
bacteria (8, 24, 48 y 72 h). Tal y como se muestra en la Figura 47 se observó una mayor expresión 
tras 24 h de cultivo de Bacillus sp. HR21-6 en el medio en PYB a 30°C. En este ensayo se empleó 
la expresión del gen gyrA para normalizar el cálculo. 
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Figura 47. Expresión de AE6L a diferentes tiempos del cultivo de Bacillus sp. HR21-6. El cálculo de 
expresión se normaliza utilizando la expresión del gen gyrA. Las barras de error muestran el error 
estándar de n=3. 
 

IV.10. EXPRESIÓN DE LA ENZIMA AE6L EN Escherichia coli 

IV.10.1. Clonación y expresión del gen codifica la proteína AE6L en E. coli 

El primer paso para llevar a cabo la expresión de AE6L en E. coli, fue la síntesis de codones 
optimizados de la proteína etiquetada con un epítopo de 6 histidinas (6xHis tag) en su extremo C-
terminal. Posteriormente se seleccionó el vector de expresión pMAB36, en el cual se insertó la 
secuencia del gen de AE6L (672 pbs) en los sitios de restricción BseRI y KpnI bajo el control del 
promotor dual T7/Cascade que permite la inducción tanto con IPTG (isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranósido) (T7), como con salicilato (Cascade). 

El plásmido pMAB36-AE6L-6xHis (pMAB-AE6L) se introdujo mediante transformación 
química en células competentes de E. coli BL21 (DE3). Posteriormente, se procedió al crecimiento 
e inducción de la cepa recombinante como se indica en el apartado III.18 de Materiales y Métodos. 
Los extractos celulares de los cultivos inducidos se analizaron mediante electroforesis en un gel 
SDS-PAGE (Figura 48), donde se aprecia la expresión de una proteína de aproximadamente 26 
kDa en cada condición ensayada. 
 

 
Figura 48. Inducción de AE6L a partir de E. coli pMAB-AE6L durante 4 h a dos temperaturas 
diferentes (30°C y 20°C). Gel SDS-PAGE al 12% teñido con azul de coomassie. M, marcador de 
pesos moleculares. -, BL21(DE3) pMAB-AE6L sin inducir. 1, BL21(DE3) pMAB-AE6L con 0,2 mM 
de salicilato. 2, BL21(DE3) pMAB-AE6L con 1 mM de salicilato. 3, pMAB-AE6L con 1 mM de 
salicilato + 3-metilbenzoato. 4, pMAB-AE6L con 1 mM de IPTG. 
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Al comparar todas las condiciones ensayadas se observó una óptima expresión de la proteína 
AE6L recombinante en E. coli (pMAB-AE6L) al inducir con 1 mM de salicilato (con o sin 3-
metilbenzoato) a 30°C, por lo tanto, fue esta la condición seleccionada para llevar a cabo una 
expresión óptima. 

 

IV.10.2. Elección del tampón para la purificación de la enzima 

Como último paso en la expresión de la proteína AE6L, se procedió a determinar el tampón de 
solubilización de la misma con el propósito de facilitar su purificación. 

El factor determinante para la elección del tampón se centró en la búsqueda de un tampón que 
hidrolizase mínimamente el sustrato utilizado en cada reacción. Los distintos valores de pH 
establecidos por los diferentes tampones de reacción analizados se muestran en la Tabla 21. 
Finalmente, el tampón seleccionado en este apartado correspondió con el que presentó menor 
hidrólisis del sustrato sin la presencia de la enzima tras 1 hora de reacción utilizando p-NP acetato 
como sustrato. En la Figura 49 se observa como es el tampón TE 10 mM a pH 7,3 el que presenta 
menor actividad hidrolítica en ausencia de la enzima. 
 

Tabla 21. Tampones y sus correspondientes pH  
 

Tampón pH 
TE 10 mM 7,3 

TPK 50 mM 6,4 
TPK 50 mM 7,0 
TPK 50 mM 7,6 
TPK 50 mM 8,0 

Tris-HCl 50 mM 7,5 
Tris-HCl 50 mM 8,0 
Tris-HCl 50 mM 9,0 

 

 
 

Figura 49. Actividad lipolítica relativa de la enzima AE6L en presencia de los diferentes tampones. 
Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 
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La determinación de la solubilidad de AE6L en el tampón TE pH 7,3 se llevó a cabo utilizando 
la proteína recombinante expresada en E. coli. Las condiciones de inducción utilizadas fueron 1 
mM de salicilato a 30°C. Las células se lisaron generando muestras de fracción insoluble (IF) y de 
fracción soluble (SF). La comprobación de las diferentes muestras en un gel SDS-PAGE determinó 
que AE6L es una proteína soluble (Figura 50). 

 
Figura 50. Gel SDS-PAGE al 12% teñido con azul de coomassie que muestra la solubilidad de AE6L. 
E. coli BL21(DE3) pMAB-AE6L fue inducida con 1 mM de salicilato a 30ºC. M, Marcador de pesos 
moleculares. -, Cultivo total sin inducir. +, cultivo total inducido. IF, fracción insoluble. SF, fracción 
soluble. 
 

IV.11. PURIFICACIÓN DE LA ENZIMA AE6L 
Después de la inducción de AE6L en E. coli con 1 mM de salicilato a 30°C, se procedió a su 

purificación con el objetivo de llevar a cabo su caracterización bioquímica. En un primer intento, se 
realizó una purificación usando una columna Ni-IMAC (Cromatografía de Afinidad con Metal 
Inmovilizado) a partir de la fracción soluble de la proteína AE6L eluyendo con imidazol (Figura 
51). La cola de polihistidina en el extremo C-terminal de AE6L permitió su unión a la matriz 
empleada.  

 
Figura 51. Gel SDS-PAGE al 12% donde se muestran las distintas fracciones del proceso de 
purificación empleando una columna Ni-IMAC y eluyendo la proteína AE6L con imidazol. M, 
marcador de pesos moleculares. FI, fracción insoluble. FS, fracción soluble. FT, fracción total 
inducida -, BL21(DE3) pMAB-AE6L sin inducir. E1-E20, eluciones obtenidas en el proceso de 
purificación. 
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A pesar de conseguir fracciones de elevada pureza (E14-E20), fue necesario prescindir de esta 
purificación debido a que se observó que el imidazol, utilizado como disolvente en dicha 
purificación, producía la hidrólisis de p-NP acetato, sustrato empleado en las reacciones 
hidrolíticas para determinar la actividad enzimática. Se continuó observando hidrólisis del p-NP 
acetato incluso después de realizar 10 pasos de diálisis con el tampón TE pH 7,3 (10 mM Tris-ClH, 
pH 7,3, 1 mM EDTA). 

 
Teniendo en cuenta estos resultados, se planteó un nuevo abordaje para llevar a cabo la 

purificación de AE6L probando una elución de la proteína mediante gradiente de pH (apartado 
III.20.2). El proceso de purificación se completó comprobando la estabilidad de la proteína AE6L en 
el tampón TE pH 7,3. Este tampón se ha utilizado en la determinación de distintas actividades como 
la hidrólisis de para-nitrofenoles y la acetilación y la desacetilación de compuestos fenólicos y 
carbohidratos. Por otra parte, también se aseguró la solubilidad de la proteína después de la 
purificación y posterior congelación/descongelación en N2 líquido. Para comprobar el resultado del 
proceso de purificación, todos los alícuotas eluídas fueron cargadas en un gel de SDS-PAGE (Figura 
52).  

 
 
Figura 52. Gel SDS-PAGE al 12% donde se muestra la purificación Ni-IMAC eluyendo AE6L con 
gradiente de pH. M, Marcador de pesos moleculares. FS, Fracción soluble. FT, Fracción total. W1, 
Lavado de la columna. W2, Lavado de la columna. E1-E16, eluciones obtenidas en el proceso de 
purificación. 

 
Se realizó un Western-blot de las diferentes fracciones eluídas de la purificación de AE6L con 

un anticuerpo anti-histidina con el objetivo de confirmar que la banda observada corresponde a la 
proteína de interés (Figura 53). En todos los casos se detecta la presencia de la enzima AE6L con el 
tamaño esperado. 
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Figura 53. Western blot con un anticuerpo anti-6xHis de las fracciones eluidas en gradiente de pH. 
M, Marcador de pesos moleculares. NI, Proteínas totales de cultivo no inducido. C+, BL21(DE3) 
pMAB-AE6L inducida y sin purificar. I, Proteína total de cultivo inducido con 1 mM salicilato a 30°C 
correspondiente a los ensayos de expresión. IF, muestra de fracción insoluble. SF, muestra de 
fracción soluble. FT, fracción que ha pasado por la resina y que no se ha unido a ella. W, Lavado de 
la columna. E11-E17, fracciones de elución. 

 
Finalmente, las fracciones E11-E14, coincidiendo con las fracciones con suficiente cantidad de 

proteína y suficiente pureza, se combinaron con el objetivo de conseguir mayor cantidad de proteína 
pura. La purificación de AE6L a partir de la fracción soluble de E. coli BL21(DE3) pMAB-AE6L 
permitió obtener 0,179 mg/ml de proteína, la cual presentó una actividad específica de 39,64 U/mg 
utilizando p-NP acetato como sustrato. El rendimiento del proceso de purificación fue del 60 %. 
 

IV.12. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA ENZIMA AE6L 

Para determinar la influencia de diferentes parámetros sobre la actividad de AE6L, se llevaron 
a cabo estudios de especificidad de sustrato y de actividad de la enzima a diferentes temperaturas y 
solventes orgánicos. 

 

IV.12.1. Especificidad de sustrato de la enzima AE6L 

Para determinar la especificidad de la enzima AE6L se utilizaron derivados del p-nitrofenol 
con diferente longitud de cadena. El estudio se llevó a cabo con la enzima AE6L purificada a partir 
de E. coli BL21 pMAB-AE6L. Los sustratos utilizados fueron p-NP acetato (C2), p-NP butirato 
(C4), p-NP hexanoato (C6), p-NP octanoato (C8), p-NP decanoato (C10), p-NP laurato (C12), p-
NP miristato (C14), p-NP palmitato (C16) y p-NP estereato (C18). 
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Figura 54. Especificidad de AE6L frente a p-nitrofenoles de diferente longitud de cadena, p-NP 
acetato (C2), p-NP butirato (C4), p-NP hexanoato (C6), p-NP octanoato (C8), p-NP decanoato (C10), 
p-NP laurato (C12), p-NP miristato (C14), p-NP palmitato (C16) y p-NP estereato (C18). Los datos se 
muestran relativos a la mayor actividad AE6L (2C). Las barras de error muestran el error estándar de 
n=3. 

 
AE6L mostró una clara preferencia por los ácidos grasos de cadena corta, mostrando la 

actividad más alta con p-NP acetato (2C) (39,64 U/mg) (Figura 54). La actividad hidrolítica de la 
enzima se redujo abruptamente frente a los p-nitrofenol ésteres de longitud de cadena superiores a 
2C. Sólo alrededor del 7% de la actividad relativa se detectó frente p-NP butirato (4C) y p-NP 
decanoato (C10) y un 5% para p-NP laurato (C12). Para cadenas superiores apenas se detectó 
actividad en las condiciones probadas. Teniendo en cuenta la actividad detectada en la hidrólisis 
del p-NP acetato, fue este el sustrato elegido para llevar a cabo la caracterización bioquímicq de la 
enzima. Estos ensayos se realizaron también con extractos enzimáticos de E. coli BL21(DE3) 
pMAB-AE6L obteniendo resultados equivalentes. 

 

IV.12.2. Influencia de la temperatura sobre la actividad de la enzima AE6L 

IV.12.2.1. Actividad de la enzima AE6L a diferentes temperaturas 

La temperatura a la cual AE6L presenta mayor actividad se determinó mediante la hidrólisis de 
p-NP acetato a diferentes temperaturas. Las temperaturas ensayadas fueron desde 25°C hasta 49°C 
(Figura 55). AE6L presenta su óptimo de temperatura entre 30 y 37°C.  

Finalmente se estableció 37°C como temperatura óptima de reacción debido a que coincidía 
con la temperatura fijada en las reacciones de determinación de actividad del sobrenadante de 
Bacillus sp. HR21-6. A la temperatura de 49°C, la enzima aún seguía manteniendo el 60% de su 
actividad. 
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Figura 55. Actividad relativa de la enzima AE6L pura a diferentes temperaturas. La actividad se 
determinó usando el p-NP acetato como sustrato. Las barras de error muestran el error estándar de 
n=3. 
 

IV.12.2.2. Termoestabilidad 

Con el objetivo de determinar la termoestabilidad de AE6L, se incubó la enzima pura a diferentes 
temperaturas (30°C, 37°C, 45°C, 50°C) a diferentes tiempos (pre-incubación). Posteriormente, se 
midió su actividad frente a p-NP acetato en las condiciones óptimas de reacción descritas 
anteriormente (reacción). AE6L muestra mayor termoestabilidad después de haber sido pre-
incubada a 37° C (Figura 56). Un dato curioso es la drástica pérdida de actividad observada tras 
haber sido pre-incubada 5 min a cada una de las temperaturas ensayadas, y como se recupera 
lentamente a medida que aumenta el tiempo de pre-incubación. Como se observa en la Figura 56, 
la máxima actividad se encuentra tras haber pre-incubado a 37°C durante 30 min conservando un 
44% de su actividad frente al 27% establecido después de 5 min de pre-incubación.  
 

 
Figura 56. Termoestabilidad de AE6L a diferentes temperaturas, expresadas como porcentaje de la 
actividad específica residual. Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 
 

Estos ensayos se realizaron también con extractos enzimáticos de E. coli BL21(DE3) pMAB-
AE6L obteniendo resultados equivalentes. 
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IV.12.3. Determinación de los parámetros cinéticos 

Los parámetros cinéticos fueron determinados usando la enzima AE6L pura a pH 7,3 y p-NP 
acetato como sustrato a 37ºC, con el cual se había obtenido la máxima actividad ensayada (Tabla 
22). 
 

Tabla 22. Parámetros cinéticos de la enzima AE6L frente al sustrato p-NP acetato 
 

Km 
(mM) 

Vmax 
(mmol min-

1) 

Vmax/km Kcat  
(s-1) 

Kcat/km 
(s-1mm-1) 

1,7 13,6 795 991 58,2 

 

IV.12.4. Influencia de distintos disolventes orgánicos sobre la actividad de la enzima AE6L 

Debido a la poca variación entre los resultados obtenidos utilizando la proteína pura y los 
extractos de E. coli BL21(DE3) pMAB-AE6L en los parámetros estudiados anteriormente, los 
estudios que se detallan a continuación se llevaron a cabo solo con los extractos. El estudio de la 
actividad de la enzima AE6L se realizó en presencia de diferentes solventes orgánicos debido a que 
la mayoría de los procesos industriales llevados a cabo por lipasas se producen en presencia de 
alguno de ellos. Los solventes orgánicos utilizados en este estudio fueron los siguientes: dimetil 
sufóxido (DMSO), N´,N dimetilformamida (N-N), metanol, acetonitrilo, etanol, acetona, 2-
propanol, todos ellos a una concentración del 30% y hexano al 5%. Como se observa en la Figura 
57, AE6L presentó su mayor actividad en presencia de dimetil sulfóxido y su menor actividad 
utilizando 2-propanol. 

Figura 57. Efecto de diferentes disolventes orgánicos en la actividad de la enzima AE6L. Las barras 
de error muestran el error estándar de n=3. 
 

IV.13. CONSTRUCCIÓN DE MUTANTES DE LA ENZIMA AE6L Y SU EXPRESIÓN EN 
E. coli 

IV.13.1. Selección de aminoácidos para la mutagénesis 

Después de llevar a cabo un alineamiento de la enzima AE6L con diferentes proteínas 
homólogas pertenecientes a la subfamilia SGNH de la familia II de lipasas, se identificaron 5 
aminoácidos conservados que podrían estar implicados en la actividad catalítica de la enzima, 
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Ser10, Gly45, Asn77, Asp182 e His185 dispuestos en los bloques I, II, III y V, respectivamente y 
que forman parte de las secuencias conservadas en las esterasas GDSL subfamilia hidrolasas-
SGNH (Akoh et al., 2004). Los primeros aminoácidos seleccionados para la mutagénesis fueron 
estos 5 residuos conservados. Además, se eligieron dos aminoácidos (Thr11 y Thr184) que podrían 
estar implicados en el reconocimiento de sustrato (Mølgaard et al., 2000). Por último, se 
seleccionaron también otros dos aminoácidos, Glu26 y Ser96: el Glu26 por estar presente sólo en 3 
de las 8 proteínas analizadas además de coincidir con una sustitución de un residuo conservado, y 
el aminoácido Ser96 porque según el alineamiento estaba presente exclusivamente en AE6L (Tabla 
23) (Figura 58). Todos los aminoácidos seleccionados fueron reemplazos por una alanina, debido al 
reducido componente estérico que presenta, excepto el aminoácido Glu26, que fue sustituido por el 
aminoácido presente en todas las proteínas al realizar el alineamiento. 
 

Tabla 23. Aminoácidos de AE6L reemplazados 

Aminoácido 
Original Posición Aminoácido nuevo 

G 45 A 

N 77 A 

S 10 A 
H 185 A 
D 182 A 
S 96 A 
E 26 Q 
T 184 A 
T 11 A 

 
En azul se muestran los residuos seleccionados por ser parte de los posibles centros activos, en verde 
se muestran los residuos conservados elegidos a partir del alineamiento y en amarillo se muestran los 
residuos relacionados con la especificidad de sustrato. 
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Figura 58. Alineamiento de la proteína AE6L de Bacillus sp. HR21-6 con proteínas homólogas 
realizado con el programa T-COFFE v.1. Para ello se emplearon las proteínas Rhamnogalacturonan 
acetylesterase de Bacillus subtilis ATCC 6633 (O31523.1), Rhamnogalacturonan acetylesterase de 
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (O31528.1), Rhamnogalacturonan acetylesterase de Dickeya 
chrysanthemi (O32563), Rhamnogalacturonan acetylesterase de Aspergillus aculeatus (Q0017.1), 
Rhamnogalacturonan acetylesterase de Aspergillus aculeatus (1DEO-A), Rhamnogalacturonan 
acetylesterase de Bacillus subtilis YvqK (2O14-A), Rhamnogalacturonan acetylesterase de Bacillus 
halodurans C-125 (BAB04834.1). En azul se muestran los residuos seleccionados por ser parte de los 
posibles centros activos, en verde se muestran los residuos conservados elegidos a partir del 
alineamiento y en amarillo se muestran los residuos relacionados con la especificidad de sustrato. 
 

IV.13.2. Localización de los aminoácidos seleccionados para la mutagénesis de la enzima 
AE6L en la estructura tridimensional 

En la Figura 59 se muestra la localización de los residuos seleccionados para llevar a cabo la 
mutagénesis dirigida en la estructura tridimensional de AE6L, según la predicción realizada. 
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Figura 59. Predicción de la estructura tridimensional de la enzima AE6L. A) Localización de los 
aminoácidos que podrían estar implicados en la actividad catalítica de la enzima y que forman parte 
de las secuencias conservadas en las esterasas GDSL subfamilia hidrolasas-SGNH. B) Localización 
de los aminoácidos relacionados con el reconocimiento de sustrato. C) Localización de los 
aminoácidos Glu26 y Ser96 seleccionados por su especificidad en AE6L. 
 

IV.13.3. Construcción de mutantes 

Una vez identificados los residuos a reemplazar, se llevó a cabo el diseño de los 
oligonucleótidos (Tabla 15) para la construcción de los mutantes de la enzima AE6L. El plásmido 
parental utilizado para llevar a cabo la mutagénesis dirigida fue pMAB-AE6L. 
 

IV.13.4. Expresión y caracterización de los mutantes de AE6L en E. coli 

Una vez obtenidas las diferentes mutaciones puntuales en el gen que codifica AE6L, los 
plásmidos se transformaron en E. coli BL21. La expresión de todos ellos fue llevada a cabo 
siguiendo el mismo procedimiento que para la proteína silvestre AE6L, tal y como se explica en el 
apartado III.18 de Materiales y Métodos. Seguidamente, los extractos proteicos de E.coli se 
analizaron en un gel SDS-PAGE para comprobar la correcta expresión de cada uno de los mutantes 
(Figura 60). En el caso del mutante T11A, no se consiguieron los mismos niveles de expresión que 
con el resto. En este caso además la estirpe presentaba defectos de crecimiento, sugiriendo que este 
alelo puede ser tóxico para la célula. 
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Figura 60. Gel SDS-PAGE donde se muestra la expresión de AE6L en E. coli BL21(DE3) (pMAB-
AE6L) y de los diferentes mutantes. Todas las cepas fueron inducidas con 1 mM de salicilato durante 
4 horas a 30°C. M, Marcador de pesos moleculares. C-, BL21(DE3) pMAB-AE6L sin inducir. C+, 
AE6L pura. WT, pMAB-AE6L. S10A, pMAB-AE6LS10A. G45A, pMAB-AE6LG45A. N77A, pMAB-
AE6LN77A. D182A, pMAB36-AE6LD182A. H185A, pMAB-AE6LH185A. S96A, pMABS96A. E26Q, 
pMAB36E26Q. T184A, pMABT184A. T11A, pMABT11A. 

 
Para confirmar la correcta expresión de cada uno de los mutantes se realizó un western-blot 

con un anticuerpo anti-histidina. En todos los mutantes se detectó la presencia de la etiqueta 6xHis 
excepto en el mutante T11A, del que no se consiguieron extractos debido al poco crecimiento de la 
estirpe en las condiciones ensayadas (Figura 61). El ajuste de la cantidad de enzima en el extracto 
se llevó a cabo relativizando todos los mutantes a la proteína silvestre (AE6L) mediante una 
cuantificación densitométrica. 

 

 
 

Figura 61. Western blot de la proteína AE6L expresada en E. coli BL21(DE3) (pMAB-AE6L) y de 
los diferentes mutantes detectados con el anticuerpo anti-histidina. M, Marcador de pesos 
moleculares. C, BL21(DE3) pMAB-AE6L sin inducir. C+, AE6L pura. WT, pMAB-AE6L. S10A, 
pMAB-AE6LS10A. G45A, pMAB-AE6LG45A. N77A, pMAB-AE6LN77A. D182A, pMAB-AE6LD182A. 
H185A, pMAB-AE6LH185A. S96A, pMAB-AE6LS96A. E26Q, pMAB-AE6LE26Q. T184A, pMAB-
AE6LT184A. 
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IV.14. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LOS MUTANTES 

IV.14.1. Especificidad de sustrato de los mutantes 

Para determinar si los mutantes experimentaron alguna variación en la especificidad de 
sustrato, comparados con la proteína silvestre, se llevaron a cabo reacciones de hidrólisis de ésteres 
de ácidos grasos con diferente longitud de cadena. Todos los datos están relativizados a la máxima 
actividad obtenida por AE6L utilizando p-NP acetato como sustrato. A los datos se les sometió a 
un análisis de varianza (ANOVA de un factor) determinando así si las diferencias entre cada 
mutante respecto a AE6L en la utilización de los diferentes sustratos fueron significativas desde el 
punto de vista estadístico con un nivel de significación del 5% (<0,05) (Figura 62). 

 
En general, la mutación de cualquiera de los residuos dio lugar a una pérdida de actividad 

enzimática frente a p-NP acetato. Cuando se utilizaron derivados del p-NP entre C4 y C12, se 
observó que los mutantes aumentaron o mantuvieron su actividad a diferencia de lo que ocurría con 
AE6L, que obtuvo su máxima actividad utilizando p-NP acetato como sustrato. Con sustratos de 
longitudes de cadena superiores a 12C, se observó una perdida general o desaparición de la 
actividad en todos los mutantes ensayados. 

Los residuos S10, G45 y H185 están descritos como aminoácidos que forman parte del centro 
activo mientras que y N77 y D182 son residuos que parecen estar implicados en la donación de 
protones durante la reacción catalítica (Akoh et al. 2004). La mutación de cualquiera de los tres 
primeros residuos originó una pérdida total de actividad, mientras que en el caso de la mutación de 
los otros dos residuos la pérdida de actividad no fue completa en p-NP acetato. El efecto de N77A 
en la actividad de AE6L en sustratos de mayor longitud de cadena se describe a continuación. 

El residuo T184 parece estar involucrado en la especificidad de sustrato (Mølgaard et al. 
2000a). Durante este trabajo se observó que las mutaciones N77A y T184A dieron lugar a una 
mayor actividad frente al sustrato de 8 átomos de carbono. Esto sugiere que estos residuos, N77 y 
T184, deben estar implicados en la especificidad de sustrato. El caso de N77 es particular porque se 
ha descrito que este residuo participa en la actividad catalítica de la enzima siendo donador de 
protones durante la reacción. Sin embargo, AE6LN77A presenta actividades en p-NP de 8 a 12C 
equiparables a los de AE6L en p-NP acetato. Por tanto, en este caso parece estar implicado en 
especificidad de sustrato frente a cadenas de carbonos entre 8 y 12C más que en la reacción 
catalítica per se. 

Por último, los mutantes AE6LE26Q y AE6LS96A solo mostraron una ligera recuperación de la 
actividad en presencia de p-NP octanoato (8C), siendo prácticamente inapreciable en el resto de los 
sustratos.  

 
En la Tabla 24 se detallan las actividades específicas de los diferentes mutantes. Todos los 

mutantes presentaron una disminución de la actividad frente a p-NP acetato comparado con la 
proteína silvestre. 
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Figura 62. Actividad relativa (%) de los mutantes con respecto a AE6L (WT) a 37°C y p-NP acetato 
(2C) frente a diferentes derivados del p-NP y una vez normalizada al restar la actividad del control 
negativo, E. coli BL21. Los sustratos utilizados fueron p-NP acetato (C2), p-NP butirato (C4), p-NP 
octanoato (C8), p-NP decanoato (C10), p-NP laurato (C12), p-NP miristato (C14), p-NP palmitato 
(C16) y p-NP estereato (C18). Las diferencias significativas con respecto al control de AE6L (WT) 
para cada sustrato se indican con asteriscos (*= p> 0,05; **= p≤ 0,01; ***= p≤ 0,001). A los datos se 
les sometió a un análisis de varianza (ANOVA de un factor) utilizando el software PRISM 6. 
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Tabla 24. Actividad específica (U/mg) de la proteína AE6L y de los mutantes utilizando los 
diferentes derivados del p-NP.  
 

Sustrato AE6L S10A G45A N77A D182A H185A S96A E26Q T184A 

2C 0,096 N.A.* N.A. 0,017 0,008 N.A. 0,044 0,005 0,069 
4C 0,007 N.A. N.A. 0,029 0,013 N.A. 0,006 0,024 0,069 
8C 0,005 N.A. N.A. 0,087 0,017 N.A. 0,012 0,038 0,073 

10C N.A. N.A. N.A. 0,042 N.A. N.A. 0,004 N.A. 0,046 
12C 0,028 0,022 0,019 0,070 0,034 0,020 0,016 0,019 0,127 

14C N.A. N.A. N.A. N.A. 0,016 N.A. 0,002 0,004 N.A. 

16C N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0,002 N.A. 0,016 

18C N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 

* N.A.: no actividad 
 

IV.14.2. Influencia de la temperatura 

Para llevar a cabo un estudio sobre la influencia de la temperatura en estos mutantes, se 
realizaron 2 tipos de determinaciones: en el primer caso se estudió la temperatura óptima de 
reacción, y en el segundo caso, se analizó la termoestabilidad de los mutantes. En ambos casos se 
cuantificó la actividad lipolítica utilizando p-NP acetato como sustrato.  

Tal como se había descrito anteriormente, la enzima AE6L presentó un máximo de actividad a 
37ºC. En todos los casos de los mutantes que presentaron actividad, la máxima actividad lipolítica 
se produce entre los 25 y los 37°C (Figura 63). A temperaturas más altas la actividad decae. 
Ninguno de los mutantes ensayados superó la actividad máxima registrada para AE6L en todo el 
rango de temperaturas. Los mutantes E26Q y T184A presentaron una disminución más acusada a 
temperaturas más altas. 

Por otra parte, también se llevó cabo el estudio de la termoestabilidad de los distintos 
mutantes. Para ello, se incubaron a diferentes temperaturas (30, 37, 45 y 50°C) y a diferentes 
tiempos (5, 10, 20 y 30 min). Tras esta incubación, la actividad catalítica residual de cada mutante 
se determinó a 37°C y utilizando p-NP acetato como sustrato. 

En la Figura 64, se representa el perfil de estabilidad de los distintos mutantes a 30°C. 
Ninguno de los mutantes analizados superó la estabilidad de AE6L, con la excepción del mutante 
AE6LS96A que presentó un 10% más de actividad que AE6L en todo el periodo de actividad 
ensayado. Hay que destacar que AE6L y todos los mutantes con actividad, experimentaron un 
brusco descenso de la actividad tras 5 min de incubación. Los mutantes AE6LE26Q y AE6LT184A 
experimentaron una ligera recuperación de la actividad a medida que aumentábamos los tiempos de 
incubación. 
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Figura 63. Actividad relativa (%) de los mutantes con respecto a AE6L (WT) a 37°C y p-NP acetato 
(2C) frente a diferentes derivados del p-NP y una vez normalizada al restar la actividad del control 
negativo, E. coli BL21Las diferencias significativas con respecto al control para cada sustrato se 
indican con asteriscos (*= p> 0,05; **= p≤ 0,01; ***= p≤ 0,001). A los datos se les sometió a un 
análisis de varianza (ANOVA de un factor) utilizando el software PRISM 6. Las barras de error 
muestran el error estándar de n=3. 

 

 
 

Figura 64. Termoestabilidad (porcentaje de actividad residual relativa) de los distintos mutantes 
incubados a 30°C y una vez normalizada la actividad al restar la actividad del control negativo, E. coli 
BL21. La reacción para determinar la actividad catalítica se realizó a 37ºC utilizando p-NP acetato 
como sustrato. Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 
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Como en el caso anterior también se observó un brusco descenso de la actividad tras 5 min de 

incubación tras 37ºC (Figura 65), a 45ºC (Figura 66) y a 50ºC (Figura 67). 
 
Particularmente, a 37ºC se observó una recuperación de la actividad a medida que aumentaba 

el tiempo de incubación en los mutantes AE6LD182A, AE6LS96A, AE6LE26Q y la enzima silvestre.  
 

 
 

Figura 65. Termoestabilidad (porcentaje de actividad residual relativa) de los distintos mutantes 
incubados a 37°C y una vez normalizada la actividad al restar la actividad del control negativo, E. coli 
BL21. La reacción para determinar la actividad catalítica se realizó a 37ºC utilizando p-NP acetato 
como sustrato. Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 
 

En la Figura 66, tal y como ocurría en el caso anterior, también se observó una recuperación de 
la actividad a medida que aumentaba el tiempo de incubación en el caso del mutante AE6LD182A.  

 

 
Figura 66. Termoestabilidad (porcentaje de actividad residual relativa) de los distintos mutantes 
incubados a 45°C y una vez normalizada la actividad al restar la actividad del control negativo, E. coli 
BL21. La reacción para determinar la actividad catalítica se realizó a 37ºC utilizando p-NP acetato 
como sustrato. Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 

 



 

 

115 

En la Figura 67 se observa el perfil de estabilidad a 50°C, donde además de detectarse la 
pérdida generalizada de la actividad, no se observó ningún mutante destacable. 

 

 
 
Figura 67. Termoestabilidad (porcentaje de actividad residual relativa) de los distintos mutantes 
incubados a 50°C y una vez normalizada al restar la actividad del control negativo, E. coli BL21. La 
reacción para determinar la actividad catalítica se realizó a 37ºC utilizando p-NP acetato como 
sustrato. Las barras de error muestran el error estándar de n=3. 
 

En términos generales se podría decir que la mutación del residuo S96 da lugar a una enzima 
ligeramente más estable que AE6L en todo el rango de temperaturas, conservando una mínima 
actividad incluso a 50°C tras cortos periodos de incubación. La mutación del residuo D182 da lugar 
una enzima que experimenta una recuperación parcial de su actividad tras la prolongación del 
periodo de incubación en particular a las temperaturas intermedias (37 a 45ºC) y la mutación del 
residuo E26 a temperaturas bajas (30 y 37ºC). 

 

IV.15. DESACETILACIÓN REGIOSELECTIVA DE COMPUESTOS FENÓLICOS 
USANDO LA ENZIMA AE6L PURA 

Las reacciones de desacetilación con la enzima pura se llevaron a cabo utilizando los mismos 
sustratos previamente ensayados con el sobrenadante bacteriano: hidroxitirosol 1, DGHP 4 y 
oleuropeína 20. Debido a la efectividad observada en la desacetilación de compuestos fenólicos 
peracetilados cuando se usó el sobrenadante de los diferentes organismos, solo se estudió la 
regioselectividad de AE6L pura en este tipo de reacciones.  

Para ello, se partió de los tres compuestos fenólicos peracetilados: hidroxitirosol peracetilado 
2, DGHP peracetilado 5 y oleuropeína peracetilada 21. Los resultados mostraron que la 
desacetilación del compuesto 2 en presencia de metanol fue completamente regioselectiva hacia los 
ésteres del anillo aromático dando como único producto, el derivado monoacetilado esperado 3 
(Figura 68), tal y como ocurría cuando se usó el sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6. Sin 
embargo, en vez de utilizar una relación sustrato/extracto enzimático 1:1 (p/p) se utilizó una 
relación 1500:1 (p/p) sustrato/enzima pura, confirmando que AE6L es la responsable de los 
procesos de desacetilación de estos compuestos (Tabla 25). 
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Figura 68. O-Desacetilación regioselectiva del compuesto 2 catalizada por AE6L 

 
La reacción de desacetilación del DHPG peracetilado 5 en presencia de MeOH como 

disolvente también produjo el éter metílico esperado 6 (observado en la desacetilación con los 
sobrenadantes) con valores de conversión altos (Figura 69). Por otra parte, todos los intentos por 
reproducir la reacción utilizando EtOH y alcoholes de cadena más larga como disolventes fueron 
infructuosos, alcanzándose grados de conversión anormalmente bajos. 
 

 
Figura 69. O-Desacetilación regioselectiva del compuesto 5 catalizada por AE6L 

 
Sin embargo, la desacetilación de la oleuropeína peracetilada 21 mostró unos resultados muy 

diferentes a los previstos. En este caso, al contrario de lo que sucedía con el sobrenadante de 
Bacillus sp. HR21-6, la enzima pura daba lugar a una reacción regioselectiva, detectándose un 
único producto: la oleuropeína tetraacetilada 22 (Figura 70), indicando que esta enzima solo es 
responsable de la desacetilación de los acetilos fenólicos, dejando sin modificar la parte 
glucosídica. 

 

 
 

Figura 70. O-Desacetilación regioselectiva del compuesto 21 catalizada por AE6L 
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Tabla 25. O-desacetilación regioselectiva de compuestos fenólicos utilizando AE6L 
 

Compuesto Sustrato/enzima 
(p/p) 

Conversión 
% 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo de 
reacción (h) 

Hidroxitirosol 
peracetilado 2 1500//1 82 

49 
60 
37 20 

DHPG 
peracetilado 5 2000/1 81 

19 
60 
37 24 

Oleuropeína 21 5000/1 
2500/1 

65 
36 

60 
37 20 

 
En la Tabla 25 se observa que la conversión obtenida depende de la temperatura de reacción ya 

que en todos los casos hubo una mejora notable al llevar a cabo la reacción a 60°C. La purificación 
de la enzima tras su sobreexpresión en E. coli permitió la utilización de. cantidades mucho menores 
de enzima, en el rango de 1500-5000 veces menor comparado con el peso de sustrato, tal como era 
de esperar y conduciendo a una mayor efectividad en las reacciones de desacetilación con potencial 
biotecnológico. También se ha observó que la enzima AE6L pura parecía ser muy activa en las 
reacciones de transesterificación en medio metanólico, pero no en presencia de otros alcoholes de 
cadena más larga ya que, en el caso de la desacetilación del compuesto 5, las conversiones 
obtenidas utilizando EtOH como disolvente fueron muy reducidas incluso aumentando la cantidad 
de AE6L utilizada y empleando mayores tiempos de reacción. 
 

IV.16. BIOACTIVIDADES DE LOS COMPUESTOS FENÓLICOS Y SUS DERIVADOS 
 

Este apartado de la Tesis Doctoral fue llevado a cabo durante una estancia en el laboratorio de 
la Dra. Doris Marko en el Instituto de Química de los Alimentos y Toxicología de la Facultad de 
Química de la Universidad de Viena, Austria. 

El objetivo de este proyecto consistió en evaluar la posible mejora de los derivados del DHPG 
obtenidos con respecto a diferentes bioactividades en comparación con el DHPG no modificado. 
La elección de este compuesto y sus derivados para este análisis estuvo motivada por su posible 
potencial en las bioactividades ensayadas y la falta de estudios sobre el mismo. El hidroxitirosol no 
modificado se incluyó como control por ser el compuesto del que más información se dispone en 
cuanto a su bioactividad. Estos compuestos fueron sometidos en primer lugar a un ensayo de 
evaluación de la citotoxidad con el fin de comprobar la inocuidad de estos compuestos para las 
células humanas. Después de ello se realizó un estudio de la actividad antioxidante y 
antinflamatoria de los mismos. Durante este trabajo los compuestos se han nombrado de forma 
abreviada como éter de metilo (OMe), etilo (OEt), propilo (OPr) o butilo (OBu) (Figura 23), y 
“Ac” indica si el DHPG está o no (OH) acetilado en la posición alifática. 

 

IV.16.1. Evaluación de la citotoxicidad 

Con la finalidad de evaluar los posibles efectos citotóxicos de los diferentes derivados 
obtenidos, se ensayaron en primer lugar sobre la línea celular HCEC (no tumoral). Esta actividad 
fue ensayada a partir de la combinación de dos ensayos diferentes: 1) Water-soluble tetrazolium 
(WST-1) y 2) sulforodamina B (SRB) cuya metodología se detalla en la sección III.25.3 de 
Materiales y métodos. 
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IV.16.1.1 Ensayo WST-1 

El ensayo cuantifica los efectos citotóxicos en la actividad mitocondrial a través de la 
producción glucolítica de NAD(P)H en células vicas. El DHPG provocó una mínima reducción en 
la viabilidad celular después de 24 h de incubación (Figura 71). Los diferentes derivados del 
DHPG tampoco mostraron efectos citotóxicos en células HCEC exceptuando el derivado OEt OH 
el cual presenta leves diferencias significativas a concentraciones de 0,1 y 1 μM, disminuyendo la 
vialidad celular aproximadamente entre un 20 y un 30%, respectivamente, frente al control 
negativo (2% DMSO, disolvente en el que están disueltos los compuestos estudiados). 

 
 
Figura 71. Medidas de WST-1 sobre la viabilidad celular después de 24 horas de tratamiento con los 
diferentes compuestos fenólicos. Todas las gráficas muestran el DHPG sin modificar a diferentes 
concentraciones a efectos comparativos. Las diferencias significativas con respecto al control del 
disolvente (DMSO 2%) usado como control negativo (Ctrl) se indican con asteriscos (* = p> 0.05; ** 
= p> 0.01; *** = p> 0.001). Las mediciones en el ensayo WST-1 se realizaron en al menos tres 
réplicas biológicas, cada una por triplicado técnico (exceptuando el derivado OEt OH a 0,1 μM; n=1). 
Las barras de error muestran el error estándar. T/C [%]: Total de células metabólicamente 
activas/Control. 
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IV.16.1.2. Ensayo SRB 

La unión de la SRB a los aminos ácidos básicos es estequiométrica, y por tanto la 
cuantificación de las células teñidas es directamente proporcional a la masa celular. Los efectos 
citotóxicos medidos con el ensayo SRB fueron muy similares a los extraídos por WST-1. Ningún 
derivado presentó ningún efecto en la vialidad de la célula en las concentraciones ensayadas con 
tres excepciones: el DHPG a 200 μM muestra una reducción del 20% de la masa celular; el OMe 
Ac a partir de 10 µM muestra una reducción del 15% y el derivado OBu Ac a 200 µM muestra la 
mayor reducción (45%) (Figura 72).  

 

 
 

Figura 72. Medidas de SRB sobre la viabilidad celular de HCEC después de 24 horas de tratamiento 
con los diferentes compuestos fenólicos. Todas las gráficas muestran el DHPG sin modificar a efectos 
comparativos. Las diferencias significativas con respecto al control del disolvente (DMSO 2%) usado 
como control negativo (Ctrl) se indican con asteriscos. (* = p> 0.05; ** = p> 0.01; *** = p> 0.001). 
Las barras de error muestran el error estándar de n=3.T/C [%]: Total de masa celular/Control. 
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A rasgos generales, los ensayos de citotoxicidad en la línea celular HCEC concluyeron que el 
DHPG y sus derivados no son citotóxicos, y permitieron seleccionar concentraciones no letales de 
los diferentes compuestos (manteniendo una viabilidad celular cercana al 100% tras 24 horas de 
incubación) para los posteriores estudios de actividad antioxidante y de la producción de la 
citoquina TNF-α.  
 

IV.16.2. Evaluación de la actividad antioxidante 

El impacto del DHPG y sus derivados en los niveles de las especies reactivas de oxígeno 
(ROS, de sus siglas en inglés) intracelulares se estudió mediante el ensayo de diclorofluoresceína 
(DCF). Existen dos modalidades del ensayo. En el primero (ensayo pro-oxidante), la actividad 
antioxidante directa debida a su capacidad de eliminación de radicales, puede evaluarse mediante 
incubaciones de corta duración en presencia de los diferentes compuestos. En la segunda 
modalidad (DCF protector), se mide la capacidad de los compuestos de activar los sistemas 
celulares implicados en la defensa frenta a estrés oxidativo, aplicando un período de pre-incubación 
de 24 h con el derivado fenólico respectivo. En este segundo caso, los niveles de ROS se 
cuantifican en ausencia de los compuestos fenólicos. Además del DHPG y sus derivados también 
se incluyó en el estudio el hidroxitirosol como referencia, por ser un fenol con una bioactividad 
antioxidante bien caracterizada. 

El estudio pro-oxidante se llevó a cabo sobre la línea celular HCEC (no cancerosa). En estos 
ensayos, el DHPG mostró una reducción moderada de los niveles de ROS desde la primera hora de 
incubación. A las dos concentraciones más bajas (1 y 10 µM), este efecto desapareció a las 3 h de 
incubación, posiblemente por agotamiento del compuesto (Figura 73). En el caso del hidroxitirosol, 
solo se pudo realizar una réplica y ésta sugiere también una reducción generalizada a todas las 
concentraciones de los niveles de ROS (Figura 73). Los dos derivados métil éteres del DHPG 
redujeron los niveles de ROS después de 1 hora de incubación. En el caso de los éteres de cadena 
más larga (OEt y OPr OH) apenas hubo reducción de los niveles de ROS en la primera hora de 
incubación y se observó un efecto más pronunciado progresivamente después de 2 horas de 
incubación en todas las concentraciones probadas. En ningún caso se detectó un incremento de los 
valores de ROS tras la adición del compuesto ensayado (Figura 73).  
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Figura 73. Ensayo DCF (pro-oxidativo). Influencia de los distintos compuestos fenólicos en la 
generación de ROS en células HCEC después de 1-3 h de co-incubación. Los datos se expresan a 
diferentes concentraciones como media ± desviación estándar de al menos 4 experimentos 
independientes (exceptuando los compuestos; hidroxitirosol y PrAC n=1). Las diferencias 
significativas con respecto al control del disolvente (DMSO 2%) usado como control negativo (Ctrl) 
se calcularon mediante ANOVA de un factor, seguido por LSD de Fisher (p <0.05) y se indican con 
asteriscos (*= p> 0.05; **= p> 0.01; ***= p> 0.001). T/C [%]: Total de fluorescencia de 
DCF/Control. 

1              10             100            200         H2O2 1               10            100             200       H2O2

1               10 100             200            H2O2 1                10 100           200            H2O2

1              10 100              200           H2O2 1              10 100             200         H2O2

1             10             100           200            H2O2 1              10              100          200          H2O2
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El estudio DCF protector se llevó a cabo con una línea celular no cancerosa (HCEC) y una 
línea celular cancerosa (HT-29). Las células se trataron con los compuestos fenólicos previamente 
durante 24 h, se lavaron para eliminar dichos compuestos y se les añadió 1 mM de H2O2. A efectos 
comparativos, se utilizaron células no tratadas con los compuestos fenólicos a las que también se 
les añadió 1 mM de H2O2. Si el compuesto proporciona capacidad antioxidante se desencadenarán 
una serie de mecanismos de defensa antioxidantes por medio de los cuales se elimina el exceso de 
ROS reduciendo de esta manera la formación de DCF fluorescente.  

En el estudio con la línea celular HCEC, una pre-incubación de las células con el DHPG y el 
hidroxitirosol redujo los niveles de ROS generados por el H2O2. También se observó una ligera 
reducción de estos niveles de ROS por debajo incluso del control sin H2O2 (Figura 74).  

En general, todos los derivados del DHPG con la excepción del OPr Ac redujeron los niveles 
de ROS considerablemente hasta valores basales en el entorno de las células sin tratar con H2O2 y 
por tanto, fueron capaces de neutralizar los radicales producidos por el H2O2 (Figura 74). Además, 
en el caso particular de los derivados OEt Ac y OPr OH los niveles de ROS se redujeron 
considerablemente incluso por debajo de dichos niveles basales. Esta reducción llegó a ser de hasta 
2-3 veces con respecto a las células sin tratar con H2O2 y de hasta 8 veces con respecto al control 
negativo (células sin pre-tratamiento con los compuestos fenólicos y tratadas con H2O2). La 
derivatización del DHPG en algunos de los casos (en particular OEt Ac y OPr OH) supuso una 
mejora de hasta dos veces de la inducción de los mecanismos de protección celular frente a estrés 
oxidativo. 

En el estudio con la línea cancerosa HT-29, el DHPG y el hidroxitirosol redujeron los niveles 
de ROS hasta niveles basales, tal como se observó en células no cancerosas (Figura 75). 

En este tipo de células, todos los derivados del DHPG mostraron una reducción de los niveles 
de ROS mucho más significativa que el DHPG natural. En el caso de los derivados metílicos se 
observa un descenso de los niveles de ROS de hasta un 60% con respecto a los niveles basales 
(Figura 75). En el caso de los derivados etílicos se apreció una reducción de hasta el 65% con 
respecto a los niveles basales cuando se incuba con la concentración más baja de OEt OH y de 
hasta un 80% con la concentración más baja de OEt Ac (Figura 75). Se observó lo mismo con los 
derivados OPr OH y OPr Ac, los cuales mostraron reducciones de hasta el 70% y el 75%, 
respectivamente (Figura 75). 
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Figura 74. Efecto protector de los distintos compuestos fenólicos en la generación de ROS. El ensayo 
se realizó utilizando la línea celular HCEC e incubando los compuestos durante 1 h con 1 mM de 
H2O2. Los datos se expresan como media ± desviación estándar de al menos 4 experimentos 
independientes. Las diferencias significativas con respecto al control del disolvente (DMSO 2%) 
usado como control negativo (Ctrl) se calcularon mediante ANOVA de un factor, seguido por LSD de 
Fisher (p <0.05) y se indican con asteriscos (*= p> 0.05; **= p> 0.01; ***= p> 0.001). T/C [%]: Total 
de fluorescencia de DCF/Control. 
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Figura 75. Efecto protector de los distintos compuestos fenólicos frente a estrés oxidativo. El ensayo 
se realizó incubando células HT-29 con 1 mM de H2O2. Los datos se expresan como media ± 
desviación estándar de al menos 4 experimentos independientes Las diferencias significativas con 
respecto al control del disolvente (DMSO 2%) usado como control negativo (Ctrl) se calcularon 
mediante ANOVA de un factor, seguido por LSD de Fisher (p <0.05) y se indican con asteriscos (* = 
p> 0.05; ** = p> 0.01; *** = p> 0.001). T/C [%]: Total de fluorescencia de DCF/Control. 
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IV.16.3. Evaluación de la actividad anti-inflamatoria 

El estudio de la actividad antiinflamatoria de los distintos compuestos fenólicos se llevó a cabo 
utilizando como biomarcador el factor transcripcional NF-kb, el cual se activa en caso de daño 
celular y traduce la señal provocando cambios a nivel celular y molecular, tales como el 
incremento de la citoquina TNF-α (Zhang et al. 2009). Para ello, se empleó la línea celular THP1-
XBlue-CD14, derivada de monocitos humanos, en la que el gen de la fosfatasa alcalina se 
encuentra bajo el control del promotor de NF-kb. De esta manera, la cuantificación de la actividad 
fosfatasa alcalina se correlaciona con una inducción de la expresión de NF-kb y un incremento de 
la actividad anti-inflamatoria. 

El diseño experimental se realizó considerando el efecto preventivo de los compuestos, 
incubando con los extractos primero, e induciendo posteriormente la estimulación del biomarcador 
NF-kb con lipopolisacárido (LPS). Paralelamente a la evaluación del efecto sobre la actividad de 
NF-kb se analizó la viabilidad celular mediante un ensayo de Alamar Blue para comprobar el 
estado de las células después del tratamiento con los extractos, siendo en todos los casos las células 
viables (datos no mostrados). 

Los resultados pusieron de manifiesto un incremento significativo de la actividad de la 
fosfatasa alcalina en las células estimuladas con LPS en comparación con las no estimuladas 
(Figura 76). La dexametasona, utilizada como fármaco antiinflamatorio, y en este estudio como 
control positivo, redujo significativamente la actividad de la fosfatasa alcalina (p<0,001), tal como 
era de esperar. En la mayoría de los derivados del DHPG a concentraciones bajas se observó un 
leve incremento respecto al control en la actividad de la fosfatasa alcalina Aunque no era 
estadísticamente significativo, al observarse en todos los casos parece indicar una tendencia 
general. En el caso particular del derivado OPr Ac, este incremento es destacable, sugiriendo un 
papel pro-inflamatorio a concentraciones más bajas. 

En líneas generales se apreció una correlación directa entre la longitud de la cadena alcoxi y la 
actividad antiinflamatoria, de manera que a medida que aumenta la longitud de la cadena se 
observan un efecto más pronunciado de la reducción de la actividad de la fosfatasa alcalina. Se 
observó también que, a concentraciones más elevadas, los valores de fosfatasa alcalina se redujeron 
significativamente en la mitad de los compuestos ensayados (DHPG, OEt Ac, OPr OH, OPr Ac, 
OBu OH, OBu Ac) y de acuerdo con ésto, la reducción fue más significativa en presencia de la 
dosis más alta utilizada. Otra observación interesante fue que los derivados acetilados muestran una 
mayor capacidad antiinflamatoria que sus correspondientes derivados no acetilados, en particular 
para los derivados de alcoxi de cadena intermedia (OEt y OPr). 
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Figura 76. Actividad anti-inflamatoria de los distintos compuestos fenólicos después de 2 h de 
incubación en monocitos humanos sometidos a 1 μg/ml LPS de lipopolisacárido de E. coli 
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(inflamación inducida), Todos los derivados fenólicos figuran junto al DHPG y el hidroxitirosol a 
efectos comparativos. Los datos se expresan como media ± desviación estándar de al menos 4 
experimentos independientes. Las diferencias significativas con respecto al control del disolvente 
(DMSO 2%) usado como control negativo (Ctrl) se calcularon mediante ANOVA de un factor, 
seguido por LSD de Fisher (p <0.05), y se indican con asteriscos (* (p <0,05), ** (p <0,01) y *** (p 
<0,001)). Las diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas. se calcularon usando la 
prueba t de Student y se están indicados con "a", "b" o “c”. T/C [%]: Total de fosfatasa 
alcalina/Control. 
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V.  DISCUSIÓN 

 

Durante siglos, los microorganismos han sido utilizados en beneficio del hombre sin tener 
consciencia de que los productos obtenidos se debían a la función de enzimas producidas por éstos. 
No fue hasta 1876 cuando Kühne (Kühne 1976) definió por primera vez el término enzima, aunque 
no ha sido hasta años recientes cuando el término de biocatalizador ha cobrado importancia en 
disciplinas como química, biofísica, biología molecular y en el ámbito biotecnológico. El término 
biocatálisis hace referencia a la utilización de enzimas capaces de catalizar reacciones que 
conducen a la obtención de compuestos de interés. Hoy en día, la utilización de estas enzimas en 
procesos biotecnológicos está muy extendida y ha demostrado su eficacia, por ejemplo, en la 
síntesis de fármacos, herbicidas, en la producción de biocombustibles, o en la industria textil y de 
detergentes. Otro abordaje importante de la biocatálisis, y particularmente el uso de enzimas 
hidrolíticas como lipasas y esterasas, es constituir una alternativa a los métodos convencionales en 
síntesis química (Bouallagui et al. 2011; Adlercreutz 2013; Laszlo et al. 2013) ofreciendo la 
oportunidad de generar nuevos compuestos bioactivos mediante protecciones y desprotecciones 
estéreo- y regioselectivas de manera más eficiente (H-Kittikun et al. 2012).  

La obtención de derivados lipofílicos de compuestos fenólicos, como el hidroxitirosol, 
mediante el uso de enzimas, ha sido ampliamente descrito en los últimos años (Grasso et al. 2007; 
Torres de Pinedo et al. 2007; Buisman et al. 1998). Estos compuestos fenólicos tienen una gran 
aplicación farmacéutica debido a que son los principales antioxidantes de la dieta. En las últimas 
décadas, diversos estudios epidemiológicos han puesto de manifiesto numerosos beneficios para la 
salud derivados del consumo de antioxidantes. Se ha observado que estos compuestos evitan daños 
producidos por estrés oxidativo en diferentes biomoléculas (ADN, lípidos, proteínas) previniendo, 
entre otros, el desarrollo de enfermedades degenerativas, cardiovasculares y cáncer (Cilla et al. 
2009). En este contexto, está descrito que la protección y desprotección quimio-, regio- y 
estereoselectiva de grupos funcionales en compuestos fenólicos proporcionan a la molécula un 
aumento de la lipofília, aumentando su resistencia a la degradación metabólica. La obtención de 
estos derivados también se puede llevar a cabo mediante el uso de síntesis química convencional, 
pero supone enormes dificultades técnicas (Wuts et al. 2007; Kocienski 2005). Estas dificultades 
están relacionadas por ejemplo con la existencia de una alta densidad de grupos funcionales muy 
similares en las moléculas de interés, requiriendo así extensas secuencias de protección y 
desprotección hasta alcanzar la modificación deseada. Otro problema derivado es la necesidad de 
emplear reactivos peligrosos o condiciones dañinas para el medio ambiente que finalmente solo 
pueden ofrecer opciones limitadas.  

 

V.1. SELECCIÓN Y OPTIMIZACIÓN DE CEPAS BACTERIANAS CON CAPACIDAD 
TRANSESTERIFICADORA 

Por los motivos expuestos anteriormente, en este trabajo se planteó como objetivo la búsqueda 
de microorganismos transesterificadores. La búsqueda se dirigió hacia la selección de cepas 
bacterianas capaces de llevar a cabo reacciones de protección y desprotección estéreo- y 
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regioselectivas de compuestos polifuncionales favoreciendo y acentuando sus propiedades 
bioactivas.  

Para el muestreo se seleccionaron dos industrias alimentarias. Tanto las industrias conserveras 
de pescado como las fábricas de curado de productos cárnicos son lugares donde existen muchos 
residuos lipídicos, y por tanto se consideró que podrían incluir microorganismos adaptados a la 
hidrólisis de sustratos lipídicos de diversos orígenes.  

 Con el objetivo de llevar a cabo la evaluación del potencial lipolítico de las muestras 
recogidas se desarrolló un procedimiento dividido en dos pasos que permitió la selección de cepas 
con capacidad transesterificadora de una forma rápida y sencilla. En primer lugar, se siguió el 
método tradicional para determinar la lipolisis de cultivos bacterianos en placas de agar-tributirina 
(Haider and Pakshirajan 2007; Lanka and Latha 2015). En total se obtuvieron más de 459 colonias 
de hongos y bacterias, aunque el estudio solo se continuó con las 66 cepas bacterianas. Los 
candidatos fúngicos fueron descartados debido a la similitud morfológica entre ellos. En un 
segundo paso se empleó un método basado en la transesterificación del p-nitrofenol palmitato (p-
NPP) (sustrato de cadena larga de átomos de C) en el que se utilizaron los sobrenadantes de los 
cultivos de las bacterias seleccionadas. El criterio para la selección de los sobrenadantes se basa en 
antecedentes que describen que a nivel industrial las lipasas extracelulares son mucho más 
eficientes que las células completas (S. Li et al. 2012). Esto es debido por ejemplo a una mayor 
facilidad para llevar a cabo la modificación de las condiciones de reacción, a una menor 
sensibilidad a la toxicidad del producto y a un mayor rendimiento debido a la posibilidad de utilizar 
volúmenes de reacción menores y tiempos reducidos. De todas las bacterias obtenidas 
aproximadamente el 10% fueron bacterias lipolíticas lo que resulta dentro del rango determinado 
en otros estudios (Mudryk and Skórczewski 2000). 

 

En este segundo paso se seleccionaron 19 cepas transesterificadoras mediante el proceso 
establecido, lo cual supone un 28% de las estirpes que mostraban actividad hidrolítica. Según los 
análisis de ARN 16S llevados a cabo, estas cepas resultaron muy cercanas filogenéticamente al 
género Bacillus (Figura 25). Este resultado no es sorprendente puesto que este género se encuentra 
ampliamente distribuido en la naturaleza debido a su habilidad para formar endosporas, 
característica que les confiere resistencia y potencia su aislamiento en diversos hábitats como 
ecosistemas acuáticos, terrestres e incluso en ambientes extremos. A pesar de la amplia distribución 
de este género, el suelo es considerado el principal reservorio de la mayor parte de las especies de 
Bacillus debido a que la gran mayoría de ellas son especies saprófitas, característica que le permite 
utilizar la gran diversidad de sustratos orgánicos presentes en esta compleja matriz (McSpadden 
Gardener 2004). 

Hoy en día, muchas especies pertenecientes a este género son utilizadas activamente en la 
producción de enzimas industriales debido entre otros, a su gran versatilidad metabólica y a la 
secreción de productos de interés como enzimas y antibióticos (Harwood 1989). En este 
contexto, las enzimas lipolíticas son unos de los productos de interés mejor caracterizados. 

Las primeras lipasas bacterianas se describieron a principios del Siglo XX a partir de las cepas 
de Serratia marcescens, Pseudomonas aeuriginosa y Pseudomonas fluorecens (Arpigny and Jaeger 
1999; Jaeger et al. 1999b), aunque los primeros estudios de caracterización de lipasas se realizaron 
en una lipasa pancreática (Sarda and Desnuelle 1958). Actualmente existen numerosos estudios 
sobre la producción de lipasas bacterianas, particularmente en los géneros Pseudomonas (Madan 
and Mishra 2010; Yang et al. 2009) y Bacillus (Sangeetha et al. 2010; Quyen et al. 2003; Ahmed et 
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al. 2010; Dutta and Ray 2009). Otros géneros como Acinetobacter (Li et al. 2004), Staphylococcus 
(Talon et al. 1996), Streptococcus (Tripathi et al. 2004), Burkholderia (Wang et al. 2013) 
Achromobacter, Arthrobacter, Alcaligenes y Chromobacterium (Riaz et al. 2010) también han sido 
ampliamente analizados. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con las cepas seleccionadas, se probó la capacidad 
de diferentes cepas transesterificadoras obtenidas en el screening para modificar compuestos 
bioactivos (polifenoles y carbohidratos). Al obtener resultados muy similares con las distintas 
cepas se decidió centrar el estudio únicamente en el análisis de una de las cepas seleccionadas en 
etapas anteriores, Bacillus sp. HR21-6. Esta cepa mostró los resultados más alentadores en los 
estudios de regioselectividad ya que obtuvo los mejores datos de conversión de los productos 
naturales de partida hacia los derivados deseados. La producción de lipasas bacterianas se puede 
llevar a cabo tanto en cultivo en medio líquido (Chakraborty and Raj 2008) como en medio sólido 
(Alkan et al. 2007). La optimización de la producción de lipasas en Bacillus sp. HR21-6 se 
desarrolló por completo mediante su cultivo en medio líquido debido a que su velocidad de 
crecimiento en este sistema era mucho más elevada que en medio sólido. La mayoría de los 
estudios de producción de lipasas no utilizan azúcares simples como fuentes de carbono sino 
sustratos lipídicos (Yang et al. 2009) y normalmente, cuando se utiliza la glucosa como fuente de 
carbono, los sustratos lipídicos se consideran inductores de la producción de lipasa (Hun et al. 
2003). Se ha descrito que la producción de lipasa rara vez es constitutiva y la cantidad de enzima 
extracelular que produce suele ser escasa (Lee et al. 1999b). Por este motivo, en muchos casos es 
necesario el uso de compuestos lipídicos para inducir la producción de lipasas tales como aceites 
vegetales (Kumar et al. 2005), Tween 20/80 (Li et al. 2004), hexadecano (Boekema et al. 2007) y 
triglicéridos sintéticos como tributirina y tripalmitina (Rahman et al. 2006). Para optimizar la 
producción de lipasas/esterasas en Bacillus sp. HR21-6, se utilizaron diferentes medios de cultivo, 
y tributirina como inductor. Finalmente, se concluyó que la utilización de peptona en el medio de 
cultivo favorecía en esta cepa la producción de lipasas con respecto a la triptona y que la presencia 
de tributirina no mejoraba la actividad lipolítica, quizás por ser un sustrato con longitud de cadena 
demasiado corta (Figura 27). 

En algunos casos, la presencia de surfactantes es un requisito previo importante para la 
producción de lipasas. La actividad catalítica de las lipasas se rige por la activación interfacial, una 
propiedad observada cuando el sustrato lipídico comienza a formar una emulsión, presentando así 
una interfaz para que la enzima actúe. La adición de un tensioactivo disminuye la tensión 
superficial entre la fase orgánica y acuosa presente en la mezcla de reacción y aumenta la velocidad 
de emulsificación (Wu and Tsai 2004). En la optimización de la producción de lipasas en Bacillus 
sp. HR21-6 no se estudió el efecto de surfactantes debido a que su adición podría contaminar los 
compuestos antioxidantes que se estudiarían posteriormente. 

 

V.2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE LOS GENES RESPONSABLES DE LA 
ACTIVIDAD LIPOLÍTICA DE Bacillus sp. HR21-6. CARACTERIZACIÓN Y 
ACTIVIDADES DE LA ENZIMA AE6L 

 

Debido a que la secuencia genómica de Bacillus sp. HR21-6 no estaba disponible en la base de 
datos, el primer paso fue secuenciar su genoma para utilizarlo con dos objetivos: 1) identificar 
posibles lipasas y esterasas en su genoma y 2) usarlo como referencia para la identificación de las 
proteínas en el secretoma.  
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El análisis por espectrometría de masas de la fracción extracelular soluble libre (FSEP) y de la 
fracción unida a las vesículas de membrana (OMV) indicó que aproximadamente un 2% de los 
genes codifican proteínas secretadas.  

De todas las proteínas identificadas en el secretoma, únicamente la enzima AE6L presentaba 
un dominio esterasa. Tras el análisis de las dos fracciones del secretoma, FSEP y OMV, AE6L sólo 
se detectó en la fracción FSEP. Esta enzima se identificó como una esterasa (ramnogalacturonano 
acetilesterasa, RGAE; EC 3.1.1.6) perteneciente a la familia CE-12 de las carbohidrato esterasas 
(Cantarel et al. 2009). Se ha descrito que la enzima ramnogalacturonano acetilesterasa cataliza la 
desacetilación del ramnogalacturonano I, uno de los complejos polisacáridos de la pectina presente 
en la pared de las plantas superiores, el cual está compuesto de residuos de ácido galacturónico y 
ramnosa (Ishii 1997). Considerando esta actividad de la proteína en el medio natural se pensó que 
fácilmente podía ser la responsable de las desacetilaciones de los compuestos fenólicos estudiados. 
Un hecho sorprendente fue que no se detectó ninguna lipasa en el secretoma de Bacillus sp. HR21-
6. Se debe tener en cuenta que durante el primer paso de selección se utilizó un éster del ácido 
butírico (4C), pero que la selección de microorganismos transesterificadores se llevó a cabo 
utilizando p-NP palmitato (16C), con lo que se esperaría seleccionar bacterias que secretaran 
lipasas. La enzima AE6L es una esterasa y tal cómo se desmostró posteriormente, su actividad 
enzimática solo se observó cuando se utilizó p-NP acetato (2C), decayendo bruscamente a partir de 
p-NP butirato (4C). De hecho, durante el segundo paso de selección, esta cepa presentó unos 
valores de transesterificación moderados y lejos de los más altos. Tal como se ha mencionado 
anteriormente, esta cepa se seleccionó por ser la que mejores conversiones presentaba en las 
reacciones de desacetilación, lo cual implica compuestos 2C. 

Sólo unas pocas enzimas se han caracterizado dentro de la familia CE-12 (Cantarel et al. 
2009). La importancia de esta familia radica en la aplicación industrial de algunos de sus miembros 
para la producción de antibióticos o el blanqueo de papel. Además, AE6L pertenece a la familia de 
las hidrolasas GDSL subfamilia SGNH, que tiene características estructurales únicas (Akoh et al. 
2004), entre las que se encuentran las siguientes: (1) posee cuatro bloques de residuos conservados, 
(2) una hoja β central de cinco cadenas, (3) ausencia de un codo nucleofílico, (4) la Ser nucleofílica 
se encuadran en la hoja β del extremo carboxilo terminal, y (5) el Asp y la His de la tríada catalítica 
se encuentran en el bloque V (Mølgaard et al. 2000a). Dentro de este grupo se encuentran enzimas 
como la cefalosporina C deacetilasa de Bacillus sp. KCCM1014 que ha sido utilizada previamente 
para la transformación industrial del 2-ácido metoxiimino-2-furilacetil-cefalosporánico y del ácido 
7-aminocefalosporánico, ambos intermedios avanzados en la producción de antibióticos 
semisintéticos (Choi et al. 2000).  

A través de las diferentes herramientas bioinformáticas usadas en el presente estudio, se 
determinó que la proteína AE6L de Bacillus sp. HR21-6 comparte algunas de las características 
más significativas de este tipo de proteínas, como la presencia de cuatro bloques de residuos, la 
existencia del Asp y la His de la tríada catalítica situadas en el mismo bloque o la presencia de la 
Ser catalítica en el bloque I, próxima al extremo C terminal de la proteína. 

La ramnogalacturonano acetilesterasa de Aspergillus aculeatus (AaRGAE) ha sido 
ampliamente estudiada para determinar la cinética de las acetilesterasas (Kauppinen et al. 1995) y 
su estructura cristalográfica (Mølgaard et al. 2000b). En este trabajo se utilizó la enzima AaRGAE, 
para modelizar la estructura tridimensional de AE6L utilizando el servidor I-TASSER. Mediante la 
evaluación geométrica utilizando el gráfico de Ramachandran se evaluó su estructura suponía un 
buen acercamiento a la posible estructura real de AE6L.  
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A pesar de tratarse de una proteína extracelular, la predicción establecida por el Modelo de 
Hidden Markov (HMM) sugiere que la proteína AE6L carece de péptido señal. Puesto que AE6L 
se localizó en la fracción soluble extracelular, esto sugiere que podría utilizar un sistema 
alternativo, como por ejemplo una ruta de secreción de tipo ABC. Esta ruta es un sistema de varios 
componentes, en el que existen proteínas periplásmicas que captan el sustrato con gran afinidad, y 
lo transfieren a unas proteínas de membrana, las cuales acoplan el paso de dicho sustrato hasta el 
citoplasma (sin alterarlo químicamente) mediante la hidrólisis de ATP. La denominación de 
"transportadores ABC" se debe a que en todos ellos existe una o dos proteínas periféricas de 
membrana citoplásmica que poseen un dominio (de unos 200 aminoácidos) conservado 
evolutivamente, denominado "cassette de unión a ATP" (las iniciales de ATP-binding cassette 
generan la sigla "ABC"). Los sistemas ABC de bacterias Gram-positivas están menos estudiados, 
pero en general muestran semejanzas con bacterias Gram-negativas, salvo que carecen del 
transportador libre periplásmico. En su lugar existe una proteína con funciones equivalentes (captar 
el nutriente del exterior), pero que está anclada al lado externo de la membrana citoplásmica, cerca 
del heterodímero integral de membrana (la unión se realiza mediante su cisteína N-terminal, que se 
une a un fosfolípido).  

El análisis de la expresión del gen que codifica la proteína AE6L determinó una mayor 
expresión tras 24 h de cultivo de Bacillus sp. HR21-6, dato que contrasta con el momento de 
máxima actividad detectada durante la optimización del crecimiento de la cepa (48 h). Este hecho 
puede deberse a que la optimización de la producción de lipasas de Bacillus sp. HR21-6 se realizó 
con p-NP palmitato como sustrato y no con p-NP acetato, cuantificándose por tanto otra actividad 
enzimática diferente. Otra explicación posible puede ser que esta dilación entre la máxima 
expresión del gen y la máxima actividad de la proteína venga motivada por el tiempo requerido 
para la traducción del ARNm y la secreción de la proteína al medio. 

Para analizar la especificidad de sustrato, el gen que codifica la enzima AE6L, responsable de 
la actividad enzimática deseada, se clonó en un vector de expresión y se optimizaron las 
condiciones de producción de la proteína. Posteriormente, se purificó la proteína recombinante y se 
llevó a cabo su caracterización bioquímica. La actividad de la enzima fue ensayada frente a una 
batería de p-NP con un rango de longitud de cadena de entre 2 y 18 átomos de carbono. La 
especificidad de la enzima AE6L para p-NP acetato y p-NP butirato es similar a otras esterasas 
estudiadas, como por ejemplo la esterasa EstC de Lactobacillus casei LILA (Fenster et al. 2003) o 
la esterasa EstB28 de Oenococcus oeni (Sumby et al. 2009). La distinción entre lipasa y esterasa se 
centra, entre otros aspectos, en la especificidad de la longitud de la cadena alifática (Wang et al. 
2013). En general, las esterasas muestran una actividad preferencial hacia sustratos o cadenas de 
ácidos grasos solubles en agua con longitudes de cadena corta (<10 átomos de carbono), mientras 
que las lipasas catalizan hidrólisis y síntesis de ácidos grasos de cadena larga (>10 átomos de 
carbono) generalmente insolubles en agua (Jaeger et al. 1999a). Por tanto, debido a que AE6L 
mostró una especificidad evidente hacia sustratos de cadena corta y en concreto mayoritariamente 
de 2C, puede ser clasificada como una esterasa. 

La mayoría de las esterasas muestran actividad óptima a valores de pH superiores a 7,0 y son 
estables en un rango estrecho de pH alcalino (Cieśliński et al. 2007; Kang et al. 2011). Otros 
estudios también demuestran que un número importante de lipasas/esterasas tienen mayor actividad 
a pH cercanos al fisiológico como por ejemplo las lipasas de Pseudoalteromonas arctica (pH 7,5) 
(Al Khudary et al. 2010), Bacillus licheniformis (pH 8,0) (Torres et al. 2009) ó Pseudoalteromonas 
sp. (pH 8,0) (Cieśliński et al. 2007). En este estudio seleccionamos un pH de reacción de 7,3, 
debido a que en estas condiciones la hidrólisis química en el tampón de reacción era mínima.  
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En cuanto al óptimo de temperatura, AE6L mostró una actividad máxima a 37°C. Existen 
algunos casos de enzimas que exhiben mayor actividad a temperatura ambiente o en el rango de 
25–37°C (Fang et al. 2015). Sin embargo, estas temperaturas son claramente inferiores a la de 
algunas esterasas bacterianas estudiadas, como las enzimas de Bacillus pseudofirmus y 
Pseudomonas sapidus (50°C) (Rao et al. 2013), Bacillus licheniformis (60-65°C) (Torres et al. 
2009) ó Thermoanaerobacter tengcongensis (70°C) (Rao et al. 2011). AE6L posee una 
termoestabilidad moderada después de incubarla a 37°C, conservando hasta un 30% de actividad 
residual después de 30 min. 

Los disolventes orgánicos son compuestos basados en el elemento químico carbono, 
ampliamente utilizados en la industria por sus propiedades disolventes. El logaritmo del coeficiente 
de partición (logP) es una medida cuantitativa de la polaridad de los disolventes; así, los 
disolventes menos hidrofóbicos presentan un valor bajo de logP y suelen causar una mayor 
inactivación de la enzima que los disolventes más hidrofóbicos que presentan un alto valor de logP 
tal y como se muestra en la Tabla 26 (Laane y et al. 1987). 

 

Tabla 26. Valores de Log P  

Disolvente orgánico Log P 

Dimetilsulfóxido (DMSO) 
(30%) 

-1,3 

N,N-dimetilformamida (30 %) -1 

Metanol (30%) -0,76 

Acetonitrilo (30 %) -0,33 

Etanol (30%) -0,24 

Acetona (30%) -0,23 

2-Propanol (30 %) 0,0074 

Hexano (5%) 
 

3,5 

 

En general, el rendimiento de la biocatálisis es bajo cuando se lleva a cabo en disolventes 
polares que presentan un valor de logP <2, es moderado en disolventes que presentan un logP entre 
2 y 4 y es alto en disolventes que poseen un logP >4 (Laane et al. 1987). Este estudio reveló que la 
enzima AE6L presenta su mayor actividad en presencia de DMSO, mostrando el valor logP más 
bajo y mantiene la misma actividad tanto en solventes orgánicos menos hidrofóbicos (metanol) 
como más hidrofóbicos (hexano).  

Los parámetros cinéticos de la enzima AE6l se determinaron a pH 7,3 utilizando la enzima 
AE6L frente al sustrato p-NP acetato. El valor de Km fue 1,7 mM, el cual resultó dentro del rango 
de valores de esterasas estudiadas anteriormente, como es el caso de la ramnogalacturonona 
acetilesterasa de Bacillus subtilis ATCC 6633 (Martínez-Martínez et al. 2008) o la acetil esterasa 
de Termitomyces clypeatus (Mukhopadhyay et al. 1997). La velocidad máxima determinada para 
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AE6L resultó ligeramente superior a la de otras esterasas descritas (Martínez-Martínez et al. 2008; 
Navarro-Fernández et al. 2008). 

 

V.3. ANÁLISIS DE MUTANTES DE LA ENZIMA AE6L 

En la bibliografía existen numerosos estudios de mutagénesis de proteínas con el fin de 
determinar los aminoácidos responsables de la actividad enzimática o bien modificar ciertas 
propiedades de la mismas. Los estudios de mutagénesis llevados a cabo en enzimas lipolíticas son 
numerosos, como por ejemplo los de la lipasa BplA de Bacillus pumillus (Bustos-Jaimes et al. 
2010), o los de la esterasa EstB de Burkholderia gladioli (Ivancic et al. 2007; Valinger et al. 2007). 

Como ya se mencionó con anterioridad, se determinó que la enzima AE6L pertenecía a la 
familia GDSL y dentro de esta extensa familia a la subfamilia de hidrolasas SGNH debido a la 
presencia de cinco residuos conservados (Ser10, Gly45, Asn77, Asp182 y His185) distribuidos en 
cuatro bloques I, II, III y V, respectivamente (Mølgaard et al. 2000). Se ha descrito que cada uno de 
estos cinco residuos juega un papel clave en la función catalítica de la enzima (Ho et al. 1997).  

Para determinar el centro activo de la enzima AE6L, se seleccionaron estos cinco residuos 
conservados supuestamente implicados en la catálisis de la enzima y se sustituyeron mediante 
mutagénesis dirigida por Ala. La Ala no es un aminoácido muy reactivo debido a la limitada 
reactividad del grupo metilo. Este hecho facilita que su sustitución pueda revelar la función del 
aminoácido que sustituye, debido a que permite la existencia de un aminoácido en la cadena 
polipeptídica sin proporcionar una función de reacción. Este hecho nos permite predecir que 
verdaderamente estos cinco residuos están implicados en la actividad catalítica de la enzima. Se 
observó una pérdida total de actividad sobre los sustratos de cadena de dos átomos carbonos (2C) 
en los mutantes AE6LS10A, AE6LG45A y AE6LH185A, verificando la importancia de éstos en el papel 
catalítico de la enzima. Estos datos concuerdan con los residuos que se describen en una 
thioeserasa de E. coli como responsables de la actividad catalítica (Lee et al. 2006). Por otra parte, 
los mutantes AE6LN77A y AE6LD182A presentaron actividad residual sobre este sustrato. Esto podría 
indicar que estos aminoácidos parecen no ser tan determinantes en la actividad catalítica. Tanto el 
residuo N77 como el D182 están descritos como donadores de protones en el proceso de catálisis, 
por lo que la carencia de uno de ellos podría ser sustituida por el otro de forma parcial, permitiendo 
así que se aprecie actividad residual. 

El cambio de aminoácidos en una proteína puede desencadenar no sólo la pérdida de 
funcionalidad de la misma sino la modificación de sus propiedades (Ivancic et al. 2007; Valinger et 
al. 2007). Este parece ser el caso de las mutaciones N77A y T184A. Es destacable señalar un 
aumento de actividad en estos dos mutantes (AE6LN77A y AE6LT184A) a medida que aumenta la 
longitud de cadena de los ácidos grasos del sustrato utilizado. Esto podría explicarse debido a que 
la sustitución del aminoácido original por alanina (un aminoácido con un componente estérico 
pequeño) cambie el plegamiento de la proteína favoreciendo que pueda acomplejarse a sustratos de 
mayor envergadura, y por tanto cambie la especificidad de la misma. Aunque en un principio 
pareció sorprendente el cambio de especificidad de sustrato en el mutante N77A, por ser un residuo 
involucrado en la donación de protones en el centro activo, este tipo de cambio de especificidad 
también se ha descrito en otro estudio en la TAP (tioesterasa I, EC 3.1.2.2) de E. coli (Lee et al. 
2006). Cambios similares de especificidad de sustrato tras la mutación del residuo T184 también 
han sido descritos en otras esterasas (Mølgaard et al. 2000). Una variación en la especificidad de 
sustrato se observó también en las lipasas SXL de Staphylococcus xylosus y SSL de 
Staphylococcus simulans al sustituir el residuo de ácido aspártico de la posición 290 por alanina 
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(Mosbah et al. 2006; Sayari et al. 2007) y al sustituir en la lipasa SXL el residuo de glicina 311 por 
Leu, Trp, Asp o Lys (Mosbah et al. 2007).  

Otras dos sustituciones llevadas a cabo fueron en el aminoácido E26 por estar presente solo en 
3 de las 8 secuencias de esterasas analizadas durante el alineamiento con proteínas de la familia 
GDSL, y el residuo S96, por estar solo presente en la proteína AE6L en la posición mencionada 
(Figura 58). En ambas sustituciones se produjo una pérdida de actividad, siendo menos acusada en 
el caso del residuo S96. A pesar de estar poco conservado, el residuo E26 parece ser esencial para 
la función de la enzima. 

El siguiente paso fue la caracterización bioquímica de estos mutantes usando p-NP acetato 
(2C) como sustrato con el objetivo de determinar si se había producido alguna mejora en sus 
actividades a diferentes temperaturas. Se observó que las mutaciones S10A, G45A, N77A, D182A, 
y H185A conllevaba a una perdida de actividad de actividad en todas las temperaturas ensayadas, 
fortaleciendo así la hipótesis de la implicación de todos ellos en el proceso catalítico. Las 
mutaciones E26Q y T184A proporcionaron a la enzima una cierta disminución de la 
termosensibilidad y presentaron la máxima actividad a 30 y 25°C, respectivamente. La mutación 
S96A, confiere a AE6L valores de actividad 1,2 veces superiores a la temperatura más alta 
ensayada, y por tanto confiere una cierta termorresistencia a la enzima. Además, dicha mutación 
también resultó ser la más termoestable en todas las temperaturas probadas (Figura 63).  

Un dato destacable es como en AE6L y en todos los mutantes analizados, exceptuando N77A, 
las actividades más altas se dan después de haber incubado las enzimas durante 30 min(Figuras 64-
67). Estos datos ratifican estudios donde se pone de manifiesto que el periodo de pre-incubación de 
una enzima puede influir en la termoestabilidad (Han et al. 2011; Kumar and Mehta 2013). 

 

V.4. MODIFICACIÓN REGIOSELECTIVA DE COMPUESTOS FENÓLICOS Y 
CARBOHIDRATOS A PARTIR DE EXTRACTOS BACTERIANOS 

En este trabajo para realizar las modificaciones de sustratos han utilizado extractos bacterianos 
parcialmente purificados, y en consecuencia muy baratos de obtener, que muestran niveles de 
rendimiento similares o incluso superiores al de lipasas comerciales purificadas, y por tanto 
podrían ser de uso generalizado en la industria biotecnológica. Sirva como ejemplo que el uso de 
estos extractos lipolíticos permitió obtener análogos a los sustratos ensayados en un solo paso. El 
estudio se realizó sobre diferentes compuestos fenólicos procedentes del olivo como el 
hidroxitirosol 1, el DHPG 4 y el alcohol protocatecuíco 8 (Brenes et al. 1999). El DHPG es un 
fenol simple estructuralmente similar a hidroxitirosol, pero con un grupo hidroxilo adicional en la 
posición bencílica. La razón de analizar este polifenol poco estudiado hasta el momento se basa en 
su eficacia antioxidante en agua, mayor que la del ácido ascórbico o el hidroxitirosol, mientras que 
en el medio lipídico es comparable a la de la vitamina E (Rodríguez et al. 2009). Además, el DHPG 
muestra excelentes posibilidades para ser modificado debido al alto contenido en su estructura de 
grupos OH libres para ser acilados, obteniendo de esta forma una batería de nuevos derivados 
bioactivos lipófilos con una actividad y biodisponibilidad mejoradas, tal como se ha descrito en 
nuestros resultados. A pesar de estas ventajas, este compuesto nunca ha sido propuesto como un 
antioxidante en formulaciones de alimentos funcionales, así como tampoco se han descrito sus 
derivados previamente.  

En colaboración con el grupo del Prof. José María Fernández-Bolaños del Departamento de 
Química Orgánica de la Facultad de Química de la Universidad de Sevilla y como parte también de 
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la Tesis doctoral del Dr. Alejandro González Benjumea se realizó el estudio de regioselectividad 
sobre diferentes sustratos utilizando los extractos enzimáticos de Bacillus sp. HR21-6.  

En una fase inicial, se observó que las reacciones de desacetilación eran mucho más eficientes 
que las de acetilación, y por tanto, el estudio se centró fundamentalmente en la desacetilación de 
compuestos fenólicos y carbohidratos previamente peracetilados. Es destacable como la 
desacetilación del DHPG totalmente acetilado (5), usando diferentes alcoholes alifáticos, 
proporcionó sólo la desacilación quimioselectiva de los acetilos aromáticos respetando las 
posiciones alifáticas. Además, se observó una sustitución inesperada del grupo acetil en la posición 
bencílica por un grupo alcoxi, permitiendo con ello el acceso en un único paso a una nueva familia 
de polifenoles lipofílicos 6a-6d, que combinan enlaces de tipo éster y éter en la misma molécula. 
Estas moléculas se adoptan más fácilmente a un determinado perfil farmacológico. A partir del 
hidroxitirosol peracetilado (2), se obtuvo un derivado monoacetilado en la posición alifática. 
Algunos de los derivados obtenidos durante el proceso de desacetilación de los diferentes 
compuestos fenólicos ya han sido detectados anteriormente. En particular, el compuesto 7a (Figura 
32) se localizó en hojas de olivo (Olea europaea) (Di Donna et al. 2010) y el compuesto 10 (Figura 
33) en el caldo de fermentación del hongo marino Y26-02 (Wu et al. 2009). 

Respecto a la modificación de carbohidratos, es especialmente notable la preferencia del 
extracto enzimático de Bacillus sp. HR21-6 por realizar la desacetilación de carbohidratos 
peracetilados en un único anillo de glucopiranosa. Esta reacción originó una pérdida de asimetría 
sin precedentes de estos carbohidratos en solo dos pasos, dando lugar a derivados hasta ahora 
desconocidos (Figura 34). Esta pérdida de asimetría de la trehalosa es un gran avance en el campo 
de la Química medicinal (Wu and Wang 2014). Este hecho supone un punto de partida para 
acceder a análogos de metabolitos naturales que se encuentran en la pared de Mycobacterium 
tuberculosis, estos análogos son conocidos como sulfolípidos O-acilados, (Baer 1993). Los 
sulfolípidos de trehalosa (SL), llamados también sulfátidos, son ácidos micólicos unidos al 
disacárido trehalosa, pero sustituidos por grupos sulfatos. Se localizan en la periferia de la pared 
celular y son considerados factores de virulencia de esta bacteria. Estas moléculas naturales son 
esenciales para la patogenicidad ya que permiten la adhesión y penetración de la bacteria en el 
interior de los macrófagos favoreciendo su supervivencia al inhibir o interferir en la respuesta 
inmune (Schorey et al. 1997). Por esta razón se postula que los nuevos derivados O-acilados de la 
trehalosa pueden modular la infección (Gilleron et al. 2004), siendo por tanto compuestos 
potencialmente útiles para el desarrollo de vacunas. Esta es la razón por la que se ha dedicado tanto 
esfuerzo en la síntesis regioselectiva de sulfolípidos basados en trehalosa, aunque solo se ha 
conseguido acceder a ellos a partir de largas rutas sintéticas de protección-desprotección de la 
molécula (Sarpe and Kulkarni 2014). Por lo tanto, los derivados 14 y 15 (Figura 34), obtenidos en 
este trabajo, podrían usarse fácilmente como módulos para la construcción de nuevos análogos de 
sulfolípidos de trehalosa que funcionen como metabolitos naturales de Mycobacterium.  

Es conocido que los ésteres derivados de la sacarosa peracetilada 17, un disacárido no 
simétrico que consta de dos anillos de azúcar diferentes, son valiosos tensioactivos biodegradables 
con especial interés en las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica (Shi et al. 2011). En 
este caso, todos los extractos tuvieron preferencia por desacetilar el anillo de fructofuranosa, 
dejando la glucopiranosa intacta; esto permitió la identificación de los compuestos 18 y 19 (Figura 
35). Estos resultados complementarían los publicados por Ong et al (Ong et al. 1993) sobre la 
desacetilación del compuesto 17 mediante catálisis enzimática con la lipasa de Candida 
cylindracea, obteniendo derivados parcialmente acetilados, en los que la desacetilación solo ocurre 
en la unidad de glucosa, es decir con una regioselectividad totalmente distinta a la observada con 
los extractos utilizados en este trabajo.  
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En la bibliografía se encuentran numerosos ejemplos de acilaciones de glicósidos con lipasas 
comerciales, fundamentalmente glucosa y galactosa. Las lipasas más usadas en estos procesos son 
las procedentes de C. antarctica (Davis et al. 2014), Candida rugosa y la acetil esterasa de 
Trichoderma reesei. La regioselectividad de la reacción con este tipo de moléculas tiene una 
tendencia general a la acilación en el hidroxilo en C-6 cuando se emplean lipasas (Davis et al. 
2014; Kim et al. 2003) y en el hidroxilo en C-3 cuando se emplean esterasas (Biely et al. 2015). 

En un contexto farmacológico, la finalidad de este trabajo es aumentar la biodisponibilidad de 
compuestos bioactivos a través de un aumento en su lipofilia. Si también tenemos en cuenta la 
farmacocinética, sería conveniente acilar en la posición 6 del azúcar. Este evento puede suponer la 
ralentización de los procesos de metabolización y excreción de la molécula favoreciendo así su 
acumulación en el organismo (Pérez et al. 2005).  

Otro hecho destacable fue el resultado obtenido en la desacetilación de la oleuropeína 
utilizando la enzima AE6L como biocatalizador. Se observó una regioselectividad total hacia la 
fracción fenólica de la molécula, dejando intacta la parte glucosídica de la misma (Figura 36). Esto 
contrasta con los resultados obtenidos cuando se utilizaba el extracto de Bacillus sp. HR21-6 donde 
la regioselectividad no distinguía entre la zona fenólica y glucosídica. Esto podría ser motivado por 
la presencia de otras enzimas extracelulares en el extracto, dejando abierto así un campo de estudio 
para la búsqueda en el extracto de nuevas enzimas que dirigen una regioselectividad diferente.  

Debemos indicar que las reacciones regioselectivas de esta Tesis han sido realizadas tanto con 
extractos enzimáticos obtenidos a partir del sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6 como con enzima 
pura. Los extractos se procesaron mediante diálisis y posterior liofilización con el fin de utilizarlos 
como biocatalizador de las reacciones estudiadas, ofreciendo un método simple y barato de 
producción, que permitió sintetizar nuevas familias de compuestos fenólicos antioxidantes con un 
potencial bioactivo explorado parcialmente en este trabajo. Es importante indicar que los resultados 
obtenidos en los ensayos de desacetilación regioselectiva usando la proteína recombinante AE6L 
como biocatalizador fueron similares al extracto de Bacillus sp. HR21-6 sobre todos los 
compuestos fenólicos analizados, con la única excepción de la oleuropeína, mencionado 
anteriormente. Es importante remarcar que la purificación de la proteína AE6L supuso emplear 
ratios muy reducidas de enzima pura/sustrato, en comparación con la relación extracto 
enzimático/sustrato (entre 1500-5000 veces menor), confirmando de esta manera que AE6L es la 
enzima responsable de llevar a cabo los procesos de desacetilación estudiados. También se observó 
que después del proceso de purificación, AE6L es más activa cuando la reacción ocurre en 
presencia de un disolvente metanólico y va decayendo el grado de conversión del sustrato a medida 
que aumenta la longitud del alcohol, lo que confirma su entidad como esterasa. Este hecho puede 
deberse a que a medida que aumenta el número de carbonos del alcohol aumenta también su 
componente estérico, dificultando así el acceso de la enzima al sustrato. 

Por otra parte, se observó que el éxito de la desacetilación de los compuestos fenólicos 
peracetilados depende enormemente de la temperatura de reacción, ya que en todos los casos hubo 
una mejora notable al calentar a 60°C (Tabla 25), posiblemente debido a una mayor disolución del 
sustrato, y por tanto a una mayor disponibilidad del mismo. Este dato contrasta con la temperatura 
óptima de actividad observada en los estudios de caracterización de AE6L con los derivados de los 
p-NP, la cual se fijó a 37°C y disminuía a medida que aumentaba la temperatura, quedando de 
manifiesto que un incremento de ésta inducía la pérdida de su actividad. Para explicar esta 
discordancia podemos remitirnos a estudios previos donde se confirma que los compuestos 
fenólicos pueden acomplejarse con las proteínas para estabilizarlas (Majid 2011), reduciendo así el 
efecto perjudicial de la alta temperatura sobre la enzima y permitiendo un mejor acceso al sustrato. 
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V.5. BIOACTIVIDADES DE LOS DERIVADOS DE COMPUESTOS FENÓLICOS  

Estudios previos han demostrado que los derivados lipófilos y análogos de uno de los compuestos 
fenólicos del aceite de oliva, el hidroxitirosol, muestran un mejor equilibrio hidrofílico/lipofílico 
(Lorentz et al. 2010), una mayor biodisponibilidad en comparación con sus análogos desprotegidos 
(Fragopoulou et al. 2007) y una mayor estabilidad frente a especies reactivas de oxígeno, haciendo 
a estas moléculas mucho más atractivas para la industria alimentaria y farmacéutica (Pereira-Caro 
et al. 2012). Estos hallazgos nos llevaron a analizar los derivados de otro compuesto fenólico 
procedente del aceite de oliva, el DHPG, menos estudiado hasta el momento y con las mismas 
características bioactivas (Brenes et al. 1999). Además, estudios de producción de TNF-α en 
macrófagos THP-1 mostraron una importante reducción en los niveles de esta citoquina con 
algunos polifenoles como el galato de epigalocatequina (EGCG), la catequina más abundante en el 
té verde (Leong et al. 2014) o los bioflavonoides presentes en el jugo de bergamota (BJe) (Navarra 
et al. 2015; Risitano et al. 2014) Estudios utilizando líneas celulares han permitido demostrar la 
bioactividad de algunos polifenoles como la quercetina (Sak 2014). Por este motivo, en este trabajo 
se procedió a evaluar la actividad citotóxica, antioxidante y anti-inflamatoria de estos derivados 
mediante estudios in vitro en diferentes líneas celulares como una línea celular de adenocarcinoma 
de colon humano (HT-29), una línea de células endoteliales corneales humanas (HCEC) y una línea 
monocitaria de leucemia aguda humana (THP-1). Estos estudios se desarrollaron durante una 
estancia realizada en el laboratorio de la Dra. Doris Marko en la Universidad de Viena.  

En primer lugar, se procedió a determinar el potencial efecto citotóxico de los éteres de metilo, 
etilo, propilo y butilo del DHPG y del propio compuesto fenólico sin modificar. Estos compuestos 
en general no produjeron efectos citotóxicos en células HCEC (Figuras 71 y 72). Estos resultados 
están en concordancia con otras publicaciones que demuestran que las células HT-29 son bastante 
insensibles a los posibles efectos citotóxicos del resveratrol (González-Sarrías et al. 2012; Saunier 
et al. 2017). En este trabajo solo se observó la excepción del DHPG a 100 μM y su derivado OEt 
OH a 0,1-1 µM, donde el ensayo WST-1 en células HCEC indicó una ligera disminución en la 
actividad mitocondrial.  

Estudios previos han demostrado una mayor actividad antioxidante de diferentes éteres de 
hidroxitirosol en comparación con el hodroxitirosol cuando se analizaba mediante el ensayo 
fluorométrico de diclorodihidrofluoresceína (DCF) en células musculares de rata. Este efecto 
paraece ser debido a una mejor absorción de los compuestos en las células (Tofani et al. 2010). 
También han sido ampliamente estudiados los efectos protectores contra el estrés oxidativo. 
Algunos resultados obtenidos hasta el momento para evaluar la actividad de los éteres de 
hidroxitirosol en células HepG2, revelan un gran potencial para evitar el daño celular inducido por 
peróxido de hidrogeno y gran capacidad para mantener el estado redox celular inalterado después 
de un tratamiento previo de incubación (Pereira-Caro et al. 2011). Estos resultados también están 
en concordancia con los obtenidos con hidroxitirosol por Martin et al.,(2010). Todos los 
compuestos ensayados en este estudio mostraron una ligera disminución de la fluorescencia de 
DCF en el ensayo pro-oxidante, indicando que pueden realizar tareas antioxidantes solo 
moderadas. Sin embargo, en este trabajo se pone de manifiesto la relevancia del hidroxitirosol y el 
DHPG como inductores de los sistemas celulares de protección frente a estrés oxidativo. Se 
determinó que los derivados del DHPG son también efectivos en células HCEC, en particular los 
derivados OEt OH y OPr Ac redujeron de forma sustancial los niveles de ROS, muy por debajo 
incluso de los niveles basales. A su vez, es también importante tener en cuenta que la actividad 
antioxidante de los derivados fenólicos fue mucho más acusada en una línea celular cancerosa HT-
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29. En este caso, todos los derivados del DPHG ensayados fueron notablemente más efectivos que 
el compuesto natural sin modificar.  

La iniciación y el mantenimiento de diversas respuestas inflamatorias están reguladas por 
moléculas pro-inflamatorias tales como las interleuquinas (IL-1β, IL-6 e IL-8) y citoquinas 
antiinflamatorias (IL-10) (Gao et al. 2014) de forma que una desregulación de estos mediadores 
puede dar lugar a diversas enfermedades, entre las que se incluye el cáncer (Kaiser 2010).  

En el presente estudio, se investigó la capacidad de los diferentes derivados fenólicos, 
incluyendo el propio DHPG y el hidroxitirosol, para reducir la respuesta inflamatoria celular. Las 
células cancerosas generalmente tienen un nivel más alto de ROS y una mayor sobreexpresión de 
enzimas antioxidantes en comparación con las células normales. Por este motivo, este estudio se 
realizó con una línea monocitaria de leucemia aguda humana (THP-1). Es conocido que la 
inflamación promueve la tumorogénesis mediante la activación de factores de transcripción NF-κB 
(Conejo et al. 2001). En este estudio, los derivados propílicos y butílicos del DHPG inhibieron 
significativamente la activación de las respuestas inflamatorias mediadas por NF-κB, mediante la 
supresión de la expresión de NF-κB en monocitos THP-1 estimulados por LPS. Estos resultados 
destacan que estos derivados son potenciales agentes antioxidantes con actividad anti-inflamatoria.  

En base a todo lo expuesto, los derivados fenólicos estudiados parecen que poseen un gran 
potencial para el tratamiento o prevención de diferentes enfermedades entre las que destaca la 
neurodegeneración o el cáncer.  

Por tanto, se propone que la modificación regioselectiva de los compuestos fenólicos naturales 
mediante el uso de enzimas lipolíticas de origen bacteriano, abre la posibilidad de mejorar la 
actividad y/o la capacidad de dichos compuestos para atravesar la membrana, aumentando así su 
lipofilia sin modificar sus posibilidades bioactivas. Esta determinación nos deja campos abiertos al 
estudio, como por ejemplo determinar si esta mejora está motivada por una actividad intrínseca del 
derivado obtenido o es producto de una mejora en la lipofilia del mismo, haciéndolo por tanto más 
disponible.  
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VI.  CONCLUSIONES 

1. Se ha desarrollado un método de selección de microorganismos capaces de llevar a 
cabo reacciones regioselectivas en compuestos fenólicos naturales y azúcares, 
pudiendo ser utilizados como biocatalizadores en este tipo de reacciones. Su utilización 
sustituye largas rutas de síntesis químicas y el empleo de reactivos, abaratando el 
proceso.  
 

2. Se ha obtenido la secuencia completa del genoma de Bacillus sp. HR21-6. Tras el 
análisis de su secretoma se identificó una enzima en la fracción extracelular soluble 
libre con actividad esterasa. Esta enzima fue designada como AE6L, mostrando 
homología con proteínas pertenecientes a la familia II o GDSL, subfamilia hidrolasas-
SGNH. 
 

3. AE6L se purificó tras expresarse heterologamente en E. coli. La enzima presentó una 
actividad máxima a 37°C y pH 7,3 con p-NP acetato como sustrato, mostrando unas 
condiciones óptimas dentro del rango de procedimientos industriales.  
 

4. La purificación de la proteína permitió confirmar que AE6L es la enzima responsable 
de la desacetilación de compuestos fenólicos peracetilados que se llevaba a cabo en el 
sobrenadante de Bacillus sp. HR21-6. 

 
5. Tras un estudio de mutagénesis dirigida se han identificado los aminoácidos Ser10, 

Glu26, Gly45, Asn77, Asp182 e His185 como implicados en la actividad enzimática 
de la proteína AE6L. Además, los aminoácidos Asn77 y Thr194 parecen estar 
implicados en la especificidad de sustrato de la enzima.  

 

6. El DHPG y sus derivados no produjeron efectos citotóxicos en células HCEC. 
 
7. Los compuestos fenólicos naturales y los derivados del DHPG mostraron una actividad 

antioxidante directa moderada en células HCEC. Estos compuestos también 
demostraron ser capaces de activar los mecanismos celulares de protección frente a 
estrés oxidativo en estas células. En la línea celular cancerosa HT-29 los compuestos 
fenólicos naturales redujeron los niveles de ROS hasta niveles basales, mientras que 
todos los derivados del DHPG dieron lugar a una reducción aún más pronunciada.  
 

8. El DHPG y sus derivados propoxi- y butoxi- desacetilados, y etoxi-, propoxi- y butoxi- 
acetilados presentaron una actividad anti-inflamatoria moderada. 
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