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Microrganismi di interesse biotecnologico

1) Escherichia coli

2) Streptomyces

3) Bacillus

1) Saccaromyces cerevisiae

2) Funghi filamentosi

La conoscenza delle loro caratteristiche (biochimica, genetica e fisiologia)
aiuta a comprenderne il ruolo nell’ambiente in cui si trovano a vivere €

a desumerne le proprieta che li fanno preferire nella scelta per possibili
applicazioni biotecnologiche.
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Bacillus

La maggior parte delle specie di Bacillus sono innocue per I’uomo e sono note
soltanto poche specie patogene (Bacillus cereus e Bacillus anthracis).

I’assenza di patogenicita ha consentito 1’uso di Bacillus in molti processi
biotecnologici industriali.

La Food and Drug Administration (FDA) ha incluso il genere Bacillus nella classe dei
microrganismi GRAS (Generally regarded as safe).

Questa decisione ha prodotto uno stimolo forte per gli scienziati che si sono impegnati
nell’individuazione di nuovi ceppi per la produzione di nuove molecole ed in particolare
di proteine.
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Bacillus

Il genere Bacillus & compreso nel philum dei Firmicutes che e cosi definito per via delle
strutture depositate intorno alle spore che conferiscono estrema resistenza.

| Firmicutes si distinguono per avere un basso contenuto in G+C.

Il philum appartiene all’ordine delle Bacillales e consta oggi di circa un centinaio di specie.
Si considerano anche appartenenti ai batteri definiti AEFB (Gram-positivi, aerobici,
endosporigeni). Questi batteri sono contraddistinti da cellule bastoncellari, flagellate

e sono capaci di generare spore ellissoidali, ovali o sferiche.

| batteri definiti AEFB raggruppano circa 200 specie diverse.
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Cellule di Bacillus subtilis :

a) Flagellate e motili b) in fase di sciamatura o swarming

a) b)
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Albero filogenetico
costruito sulla base delle
sequenze degli rRNA 16S
delle specie di interesse
biotecnologico di Bacillus.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

A cura di Stefano Donadio e Gennaro Marino

Microrganismi di interesse biotecnologico

Geobacillus stearothermophilus
Bacillus thermoleovorans
“Bacillus flavothermus”

Bacillus infermus

Bacillus coagulans

Bacillus pallidus

Bacillus methanolicus

Bacillus cohnii

Bacillus halmapalus

Bacillus fastidius

Bacillus megaterium

Bacillus psychrophilus

Bacillus sphaericus

Bacillus badius

Bacillus lentus

Bacillus firmus

“Bacillus psudomegaterium”

“Bacillus acidopullulyticus”

Bacillus circulans

Bacillus sporothermodurans
Bacillus pseudoalcalophilus
Bacillus alcalophilus

Bacillus sp. 173

Bacillus gibsonii
Bacillus clausii
Bacillus pseudofirmus

Bacillus halodurans

Bacillus clarkii

Bacillus agaradhaerens
Bacillus vedderi

Viorgibacillus pantothenticus
Mﬂus halophilus
“Bacillus deramificans”

Sporotactobacillus inutinus
® Brevibacillus brevis

Paenibacillus macquariensis
_[E Paenibacillus amylotyticus

Paenibacillus polymyxa (prec. Bacillus polymyxa)
Paenibacillus pabuli

Paenibacillus macerans

Thermoactinomyces candidus

Bacillus schlegelii

® Bacillus sp. TS25

Bacillus tusciae

Alicyclobacillus acidoterrestris
Alicyclobacillus acidocaldarius (prec. Bacillus acidocaldarius)

Biotecnologie microbiche
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Bacillus

Le diverse specie di Bacillus sono caratterizzate da uno spettro ampio
di condizioni di crescita :

-pH ottimali che variano tra i valori di 4.5 e 9;

-Temperature di crescita che possono oscillare tra valori di 5° C (psicrofili) e 78° C
(termofili), anche se la maggior parte di essi sono mesofili ( crescono intorno a
temperature pit permissive, 37° C);

- La maggior parte sono eterotrofi, anche se ci sono anche chemioautotrofi, azoto-fissatori,
alofili e anaerobi facoltativi.

La varieta di queste condizioni vitali di crescita ci sottolinea la necessita di questi
microrganismi di differenziarsi per poter sviluppare capacita di colonizzazione ambienti
anche molto ostili.

La sporulazione e proprio una caratteristica che deriva da queste condizioni di adattamento.
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Rappresentazione schematica del ciclo vitale di Bacillus subtilis
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Sporificazione
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Bacillus subtilis in fase di sporificazione
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Colorazione Rosso-Nilo
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Contrasto di fase prima ...
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Strutture di una spora matura di Bacillus subtilis

Corteccia Tuniche

Membrana
citoplasmatica
esterna

Membrana
citoplasmatica
interna

Esosporio
Citoplasma | DNA
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Strutture di una spora matura di Bacillus subtilis

ACIDO DIPICOLINICO (DPA). (a). (b) Ruolo del Ca++ nella
formazione di complessi di molecole DPA. Il DPA costituisce il
15% del peso secco della spora. Resistenza al calore
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(b) Carboxylic acid
groups
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Interazione tra il DNA di Bacillus subtilis e le proteine solubili in acido SASPs che
proteggono e forniscono energia alla germinazione delle spore
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Helix1

N2 Helix2

Helix2

Helix2
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Alcune spore di B. thuringensis (a) e di B. subtilis (b)
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Il genoma di Bacillus subtilis é stato mappato attraverso :

- La trasduzione generalizzata mediante il fago PBS1

- La trasformazione genetica mediante lo sfruttamento del concetto di
competenza

- Mutanti nelle funzioni essenziali e non essenziali

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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- Il genoma di Bacillus subtilis e costituito da 4215 Kbp
- Sono stati annotati 4101 geni

- 1300 geni sono organizzati in operoni

- 1200 geni hanno una funzione biologica determinata

- 1142% del genoma e costituito da geni a funzione ignota

I1 6.6% del genoma codifica per funzioni essenziali

L’analisi dei genomi delle diverse specie di Bacillus, attraverso lo studio
della genomica, proteomica e studio funzionale, nel confronto con
Bacillus Subtilis non potra non avere conseguenze e ricadute sull’impiego
biotecnologico di questi microrganismi.
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Tabella 4.1 Alcuni siti Web importanti per I'acquisizione di informazioni e di ceppi di Bacillus.

Sito Web Tipo di informazione

http://genolist.pasteur.fr/SubtilList/
http://genodb.pasteur.fr/cgi-bin/webobjects/genoList
http://www.genome.nig.ac.jp/
http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/CMR/shared/Genomes.cgi
http://cmr.jcvi.org/tigr-scripts/CMR/CmrHomePage.cgi

http:/pbil.univ-lyon1.fr/nrsub/nrsub.html
http://www.univ-lyon1.fr/aframs.htm

http://locus.jouy.inra.fr/cgi-
bin/genmic/madbase/progs/madbase.operl

http://bacillus.genome.jp/

http://dbtbs.hgc.jp/
http://microbio1.biologie.uni-greifswald.de/csp/bio/menu.csp
http://www.bgsc.org/

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt
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Il Database prodotto dal progetto di
sequenzimento del genoma di B. subtilis

DNA DataBank giapponese dei genomi microbici:
diversi Bacillus

Selezione di genomi di Bacillus presso TIGR CMR
Database non ridondante di B. subtilis

Il Database MICADO che correla le informazioni di sequenza
a genotipo e fenotipo dei mutanti prodotti in B. subtilis
dal progetto di Analisi Funzionale

JAFAN, analogo a MICADO, correla le informazioni di sequenza
a genotipo e fenotipo dei mutanti prodotti in
B. subtilis dal progetto di Analisi Funzionale

Il Database dei networks di geni di B. subtilis regolati
trascrizionalmente

Il Database di proteomica di
B. subtilis e B. licheniformis

Il Bacillus Stock Center mantiene e distribuisce ceppi di varie ssp.
di Bacillus, dei loro batteriofagi, plasmidi e vettori di clonaggio

Il Database delle proteine entomopatogene Cry di B. thuringiensis

Copyright 2008 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana
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La secrezione delle proteine in Bacillus

Le proteine prodotte in Bacillus o sono secrete oppure si accumulano nelle
seguenti localizzazioni subcellulari :

1)Citoplasma

2)Membrana citoplasmatica

3)Interfaccia tra membrana e parete

4)Parete

5)Ambiente ( e il terreno di coltura nelle produzioni industriali)

La corretta localizzazione dipende dal peptide segnale (SP).

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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La secrezione delle proteine in Bacillus

Le proteine prodotte in Bacillus e che devono essere secrete
devono passare attraverso tre fasi di lavorazione cruciali:

1)Riconoscimento da parte del complesso di secrezione ed
invio alla membrana della proteina da secernere ;

2)Interazione della proteina con la via di secrezione ;

3)Taglio del peptide segnale e maturazione della proteina da
secernere.

Il secretoma, il complesso delle proteine esportate fuori dal
citoplasma, in Bacillus subtilis e costituito dal prodotto di circa
300 geni. In una specie piu patogena, Bacillus cereus, il proteoma
Extracellulare e costituito invece da oltre 500 proteine, incluse
tossine e fattori di virulenza.
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Rappresentazione dei diversi stadi differenziativi e del metabolismo
secondario associato
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Diversi segnali extracellulari
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Cascate di reazioni di fosforilazioni nel controllo della sporulazione

Attivazione

di geni della
sporulazione

SpoOA svolge un ruolo chiave nel processo di sporulazione.
L'attivazione di SpoOA dipende dalla sua fosforilazione che avviene
con un processo a cascata

SpoOF & fosforilato dalle kinasi KinA-E

l

SpoOF-P fosforilato fosforila SpoOB

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

SpoOB-P fosforilato fosforila SpoOA
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w&Sannio Rappresentazione dei diversi stadi differenziativi e del metabolismo
secondario associato
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Enzimi prodotti in Bacillus
Una stima seppur approssimativa ha decretato che gli enzimi extracellulari di

Interesse commerciale prodotti in Bacillus gia nel 2002, in volumi di affari,
muovevano circa 1,6 miliardi di dollari. 11 50/60 % di questo mercato e
derivato da prodotti in Bacillus.

Si possono distinguere :

-Enzimi tecnici (nell’industria dei detergenti, dei tessuti...) ;

-Enzimi per I’alimentazione (bevande, latticini, prodotti da forno) ;
-Enzimi per mangimi animali.

Questi enzimi hanno buone capacita catalitiche, ma soprattutto hanno bassi

costi poiché Bacillus puo essere coltivato ad alta densita cellulari in presenza
di fonti di azoto e carbonio poco costose.
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Microrganismi di interesse biotecnologico

Fermentatori industriali per la produzione di enzimi di interesse biotecnologico
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Tabella 4.2 Enzimi da Bacillus e loro impiego industriale.

Applicazione
industriale
(% del mercato
mondiale)

Detergenti e detersivi
(37)

Alimentare,
amido
(13)

Alimentare,
prodotti da forno

©)

Alimentare, bevande

(6)

Tessuti,
pellami

(6)

Enzimi da spp.
di Bacillus

Proteasi alcaline

Amilasi alcaline

o-amilasi
Pullulanasi

Glucosio isomerasi

Amilasi

Amilasi

B-glucanasi

Amilasi
Pectato liasi
Amilasi alcaline
mannanasi

A cura di Stefano Donadio e Gennaro Marino

B. clausii
B. amyloliquefaciens
B. halodurans

B. licheniformis
B. halmapalus

B. licheniformis
G. stearothermophilus

B. acidipullulyicus
B. deramificans

B. licheniformis

B. licheniformis
G. stearothermophilus
B. amyloliquefaciens

B. subtilis

B. halodurans

Bacillus sp. diverse

Biotecnologie microbiche

Impiego e commenti

Le proteasi dei Bacillus
dominano l'intero
mercato, in particolare
la alcalina da B. clausii

Liquefazione amido
di mais. Produzione
di maltosio, dolcificanti

Calibratura fibre, concia,
smacchiatura

Enzimi da fonti diverse

da Bacillus

Lipasi e cellulasi
di origine fungina

Glucoamilasi fungina

Glucosio isomerasi
da Streptomyces

Soprattutto enzimi
da funghi

Cellulasi fungine,
ossidasi

Copyright 2008 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana
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Enzimi prodotti in Bacillus

- Serin proteasi alcalina (subtilisina)
- Metalloproteasi neutre

- Esonucleasi neutre

- Amilasi

- Glucoamilasi

- Glucosio isomerasi

- Pullulanasi

- Cellulasi

- Lipasi

- Fitasi

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Rappresentazione schematica della produzione dei derivati dell’amido

Alfa-
amilasi
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simultanee
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Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

A cura di Stefano Donadio e Gennaro Marino Biotecnologie microbiche Copyright 2008 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



o Microrganismi di interesse biotecnologico

del Sannio

Enzimi prodotti in Bacillus

- Serin proteasi alcalina (subtilisina)
- Metalloproteasi neutre

- Esonucleasi neutre

- Amilasi

- Glucoamilasi

- Glucosio isomerasi

- Pullulanasi

- Cellulasi

- Lipasi

- Fitasi

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Rappresentazione schematica della regolazione dell’espressione del gene
codificante per la subtilisina

Subtilisina L
_(serin-proteasi alcalina)

‘— 2be

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Tabella 4.3 Vari prodotti industriali da Bacillus.

Prodotto

Applicazione

Specie di Bacillus

Endotossine

Nucleosidi e
nucleotidi purinici

Acido y-poli-glutammico,
v-PGA

Riboflavina

D-ribosio

Poliidrossibutirrato

N-acetil-pirrolina

A cura di Stefano Donadio e Gennaro Marino

Biopesticidi, insetticidi

Farmaci

Aromatizzanti

Cosmesi, eccipiente
per farmaci, polimeri,
additivo per mangimi

Vitamina per
cibi dietetici

Intensificatore di aromi,
farmaci, cosmetici, mangimi

Plastica biodegradabile

Aroma per alimenti
(popcorn e patatine)

Biotecnologie microbiche

B. thuringiensis
(varie ssp.)
B. sphaericus
B. popilliae
B. lentimorbus

B. subtilis

B. subtilis

B. subtilis

B. subtilis

B. pumilus
B. megaterium

B. cereus

Copyright 2008 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana
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Alcune spore di B. thuringensis (a) e di B. subtilis (b)

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Presenza di corpi di inclusione parasporali sottoforma di cristalli
in ceppi di Bacillus entomopatogeni
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B. Thuringensis e altri ceppi di Bacilli quali produttori di bioinsetticidi

Tabella 4.4 Batteri sporigeni produttori di insetticidi.

Interazione con il

Specie batterica Posizione tassonomica Principali insetti bersaglio b z :
ersaglio/patologia
B. thuringiensis 16S tRNA gruppo 1 Lepidotteri, coleotteri Patogeni opportunistici,
e ditteri le proteine Cry sono il fattore
primario di virulenza
B. sphaericus 16S tRNA gruppo 2 Larve di zanzare, Patogeno opportunistico,
Anopheles, Culex morte dell’ospite per tossicita e
crescita batterica
Brevibacillus 16S tRNA gruppo 4 Larve di Aedes, Culex, Patogeno opportunistico,
laterosporus Anopheles e Simulium morte dell’ospite per ingestione
della tossina
Paenibacillus alvei 16S tRNA gruppo 3 Larve di Aedes, Culex, Non noto
Anopheles e Simulium
P. larvae ssp. larvae 16S tRNA gruppo 3 Larve di api Patogeno obbligato, setticemico
P. letimorbus e P. popiliae 16S tRNA gruppo 3 Larve di coleotteri scarabeidi Patogeno obbligato, setticemico
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CHI E'IL BACILLO THURINGIENSIS?? (BT)

12

15

Crop is infected by Pest dies when feeding on
European com borer any plant par

Identificato nel 1902 nella larva del baco da seta da Ishiwata

Produce una tossina che danneggia
l'apparato digerente delle larve di Ditteri
(zanzare) o causa nei bruchi di molti
Lepidotteri una malattia paralitica.
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Struttura terziaria di una tossina prodotta da B. thuringensis
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| bioinsetticidi presentano alcuni svantaggi con cui bisogna fare i conti :
1)L e tossine si inattivano con i dilavamenti delle piogge e a causa dei raggi UV ;
2)Le tossine si distribuiscono e permangono con difficolta in ambienti acquosi ;

3)Insieme alle tossine si possono immettere spore e quindi microrganismi capaci
di germinare e proliferare .
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Piante transgeniche prodotte con I’inserzione di geni da B. thuringensis

Bt gene is
transferred from
the Bacillus into
corn

European corn borer
feeds on the corn
plant and ingests the
protein encoded by
the Bt gene

<) The Bt protein

- penetrates and
collapses the
cells lining the
gut and the
insect dies
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Le diverse specie di Bacillus sono tra le fonti piu ricche di antibiotici.
Basti pensare che soltanto da B. subtilis si producono piu di 24 antibiotici
diversi per struttura, modalita di sintesi e attivita.

Circa il 5 % del genoma di B. subtilis e destinato a produrre i cosiddetti
metaboliti secondari, frutto di attivita non essenziali ma che possono
comunque essere cruciali per la sopravvivenza del microrganismo.
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Tabella 4.5 Antibiotici e metaboliti speciali da Bacillus.

Specie di Bacillus

Classe Esempio Funzione

produttrice
Antibiotici oligopeptidici ciclici Bacitracina Antibatterico, inibisce B. licheniformis
la sintesi della parete (bacitracina A)
Atibiotici oligopeptidici Gramicidine, tirocidine Antibatterico, interferisce Brevibacillus brevis
lineari o ciclici polimixine, colistine, circuline  con le attivita di membrana
B. polimixa

B. colistinus
B. circulans

Antibiotico peptidico basico Edeine Antibatterico, inibisce la Brevibacillus brevis
formazione del complesso
di inizio sulla subunita piccola
del ribosoma

iotecnologie Industriali-Modulo Processi

Lipopeptidi da sintesi Surfattina, Agenti surfattanti (anche B. subtilis
non ribosomale bacillomicina D, per biorisanamento), B. licheniformis
fengicina, antibatterici, antivirali, B. pumilus
lichensina, antifungini, antitumorali,
pumilacidina ipocolesterolemici
Antibiotici aminoglicosidici Complesso della butirosina Antibiotico, inibizione B. circulans
attivita ribosomali
Antibiotici Iturina, Antibatterici, B. subtilis
polienici, tipo polichetidi difficidina, immunosoppressori, B. amyloliquefaciens
bacillaene antitumorali

Corso di
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Tra gli antibiotici prodotti in B. subtilis la classe predominante e
costituita dagli antibiotici peptidici che si distinguono sulla base
del tipo di sintesi :

-Sintesi ribosomiale

( Lantibiotici quali subtilina, sublancina ...)

-Sintesi non ribosomiale

(bacitracina A, gramicidina, tirocidina, micosubtilina...)



Universita
degli Studi
del Sannio

iotecnologie Industriali-Modulo Processi

Corso di

Microrganismi di interesse biotecnologico
Alcuni antibiotici prodotti da Bacilus
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B. subtilis € un buon produttore di proteine eterologhe ad impiego
farmaceutico.

Esso risulta essere particolarmente conveniente come macchina di
sintesi grazie ai bassi costi dei terreni di coltura, alla densita
cellulare che si puo raggiungere e per il loro carattere innocuo per
I’uomao.

Le proteine prodotte in B. subtilis sono vantaggiose poiché sono
prive di contaminanti (endotossine pirogene per ’'uomo e gli
animali) e sono perfettamente ripiegate attraverso un folding
favorito dall’ambiente esterno meno riducente.
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B. subtilis come produttore di proteine eterologhe ha posto anche
significativi problemi :

-Mancanza di vettori con promotori potenti e controllabili
Uso di promotori ibridi fondendo insieme sequenze promotrici
di fagi (lac promoter, per es.) indotto dall’IPTG;

-Instabilita plasmidica all’interno delle cellule batteriche
Integrazione nel cromosoma batterico del vettore d’espressione
della proteina;

-Presenza di proteasi
Delezione o mutazione dei geni codificanti per proteasi.
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B. subtilis come produttore di proteine eterologhe ha posto anche
significativi problemi :

-Mancanza di vettori con promotori potenti e controllabili
Uso di promotori ibridi fondendo insieme sequenze promotrici
di fagi (lac promoter, per es.) indotto dall’IPTG;

-Instabilita plasmidica all’interno delle cellule batteriche
Integrazione nel cromosoma batterico del vettore d’espressione
della proteina;

-Presenza di proteasi
Delezione o mutazione dei geni codificanti per proteasi.
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Tabella 4.6 Alcune proteine eterologhe, provenienti da diverse specie di Bacillus o umane, espresse in B. subtilis.

Proteina

Origine del gene

Impiego/commenti

Enzimi da fonti diverse

da Bacillus

o-amilasi

o-amilasi

o-amilasi
Proteasi alcalina
Proteasi neutra
Proteasi neutra NprT
Proteasi neutra NprM
Cheratinasi
Endoxilanasi
Penicillina acilasi

Tossina insetticida
Cry-1A(c)

Ormone crescita
Interferon-alfa2
Interferon-beta

Interleuchina-1 beta
Proinsulina

Attivatore tissutale
del plasminogeno TPA

B. amyloliquefaciens

B. licheniformis

G. stearothermophylus
B. amyloliquefaciens
B. amyloliquefaciens

G. stearothermophylus

G. stearothermophylus

B. licheniformis PWD-1

Bacillus ssp.
B. megaterium

B. thuringiensis
H. sapiens
H. sapiens
H. sapiens

H. sapiens
H. sapiens

H. sapiens
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CDS
CDS / CDS fusa

CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS

CDS /CDS fusa

CDS /CDS fusa

CDS /CDS fusa

CDS fusa
CDS fusa
CDS
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Integrazione cromosomica

Plasmide replicativo /
Integrazione cromosomica

Plasmide replicativo
Plasmide replicativo
Plasmide replicativo
Plasmide replicativo
Plasmide replicativo
Plasmide replicativo
Plasmide replicativo
Plasmide replicativo

Integrazione cromosomica

Plasmide replicativo /
Integrazione cromosomica

Plasmide replicativo
Plasmide replicativo

Plasmide replicativo
Plasmide replicativo

Plasmide replicativo

Secreta

Secreta/
Intracellulare

Secreta
Secreta
Secreta
Secreta
Secreta
Secreta
Secreta
Secreta

Cristallo parasporale

Secreta/
Intracellulare

Secreta/
Intracellulare

Secreta/
Intracellulare

Secreta
Secreta

Intracellulare
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