CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacién del problema

El aidamiento y la identificacion de microorganismos presentes en un ambiente
natural es € primer paso de una investigacion para determinar las propiedades y
caracteristicas particulares de los diferentes géneros presentes y los metabolitos o

enzimas extracel ulares que pueden producir.

Esta primera etapa de aislamiento e identificacion es de importancia para una
caracterizacion posterior tanto de los géneros seleccionados como de las enzimas

proteoliticas y determinar objetivamente su aplicabilidad a nivel industria en el pais.

Lainvestigacion cientifica acerca de la microbiota presente en ambientes extremos es
muy reducida en nuestro pais a pesar de la gran diversidad geoldgica y ecoldgica que
presenta. EI mayor conocimiento que se halogrado en el Ecuador sobre este campo se ha
enfocado a aislamiento e identificacion de bacterias capaces de degradar hidrocarburos

para su uso en procesos de biorremediacion

En afios recientes, € aisamiento e identificacion de microorganismos extremofilos
de ambientes hipersalinos ha cobrado gran relevancia cientifica debido a las muiltiples
aplicaciones biotecnolégicas de los metabolitos y enzimas extracelulares producidas.
Dentro de estas enzimas, las hdoenzimas con actividad proteolitica han despertado un
gran interés ya que su aplicabilidad se extiende cada vez més dentro de los campos de la

industria.



1.2. Justificacion del problema

Aidar e identificar bacterias haldfilas con actividad proteolitica en la costa
ecuatoriana, es un trabajo pionero que contribuird en € conocimiento de las microbiota
presente en ecosistemas marinos en el pais y permitird identificar aislados bacterianos
con gran potencial biotecnolégico, ya que no solo producen compuestos de gran interés
industrial, como enzimas, biopolimeros o solutos compatibles, sino que ademas presentan

unas propiedades fisiol6gicas que facilitan su explotacion comercial.

Las enzimas que tienen actividad proteolitica son las més representativas en cuanto a
importancia industrial ya que en procesos industriales se emplean enzimas en condiciones
extremas, lo que ofrece un campo de aplicacion para las enzimas producidas por
microorganismos extremofilos, capaces de actuar a valores extremos de temperatura, pH
o salinidad (Ramirezet al., 2004).

Las enzimas proteoliticas son utilizadas principalmente como aditivos para la
fabricacion de detergentes, en €l curtido de cuero, el reciclgje de derivados de peliculas
fotogréficas, en la elaboracion de quesos, en la elaboracion de suplementos hidrolizados
de caseina o de soja, en la obtencion de seda, elaboracion de bebidas, entre otras (Rao et
al., 1998).

En e enfoque econdmico se estima que las ventas mundiales de enzimasindustriales
son muy elevadas, de las cuales e 75% presentan actividades hidroliticas. Las proteasas
representan uno de los tres grupos deenzimas industriales mésimportantes y constituyen
alrededor del 60% del total de las ventas mundiales (Godfrey et al., 1996).



1.3. Objetivos del proyecto

1.3.1. Objetivo general

Aida e identificar bacterias aerobias haldfilas que manifiesten actividad
proteolitica, procedentes de piscinas de sal de la industria ECUASAL localizadas en la

provincia de Santa Elena.

1.3.2. Objetivos especificos
Aidar bacterias aerobias ha 6filas moderadas.

Determinar si los aislados de bacterias hal 6filas manifiestan actividad proteolitica.

Identificar los géneros predominantes del grupo de bacterias hal 6filas moderadas
aidadas.
Mantener los aislados identificados en condiciones adecuadas para permitir

posteriores investigaciones.

1.4. Marco Tedrico
1.4.1. Ambientesextremos

Ambiente extremo es aquel que presenta valores extremos de determinados
parametros fisico-quimicos tales como temperatura, pH, presion hidrostética, potencia
redox, actividad del agua, salinidad, irradiacion solar, concentracion de nutrientes o
metales toxicos, condiciones inusuales poco favorables o letales para la mayoria de
organismos. Los organismos que toleran e incluso requieren para su desarrollo estas

condiciones se los denomina organismos extremdfilos (Ventosa et al., 1995).

Desde € punto de vista taxonémico se ha definido el término ambientes extremos
como “ambientes en los que existe una escasa diversidad de especies y en l0s que estan
ausentes algunos grupos taxondmicos’. En las Ultimas décadas, los estudios basados en

los microorganismos extremofilos ponen de manifiesto que la diversidad taxondmica



presente en los ambientes extremos no es tan reducida como se pensd en un principio
(Benlloch et al., 2002).

Actualmente, se definen diferentes grupos de organismos extremofilos de acuerdo
con las condiciones ambientales en las que se desarrollan. La mayor parte de estos
pertenecen a bajos niveles de organizacion, siendo la gran mayoria de estructura celular
procarionte. En lafigura 1.1 se indican las diferentes condiciones extremas ambientales y

los organismos gue viven en ellas.
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organismos adaptados a ellas (extremdfil0s). Comerioetal., (2007). Bacterias

Adaptadasal frio.

1.4.1.1. Ambientes hipersalinos

Los ambientes hipersalinos son ambientes extremos que se caracterizan por
presentar elevadas concentraciones de sal. Estos ambientes presentan a més de un ato
contenido de iones (factor que le atribuye la caracteristica de ser un ambiente inhéspito
para la mayoria de los microorganismos), caracteristicas ambientales peculiares tales
como elevadas 0 muy bagas temperaturas, elevados valores de pH o bagas

concentraciones de oxigeno (Rodriguez — Valera, 1993).



Los suelos salinos estén extendidos por todo e mundo y son aguellos que

presentan una concentracion superior a 0,2% de sales solubles.

Estudios realizados en suelos salinos han revelado la presencia de una diversidad
de microorganismos. Dentro de los hébitats hipersalinos formados en suelos, se
encuentran los desiertos de sal que estén distribuidos en e mundo, en estos lugares la
evaporacion del agua es predominate sobre |as precipitaciones(Rodriguez—Valera, 1993).

Los ambientes salinos acuaticos se caracterizan por tener una concentracion de
sales inorganicas mas elevada que la del agua de mar, que corresponde aproximadamente
aun 3,5% de sales

En base a origen y naturaleza de las sales presentes se clasifican a las aguas
salinas en talasosalinas (del griego thalasso, mar) y atalosalinas.
Las aguas talasosalinas tienen origen marino y poseen una composicion salina

similar ala del agua del mar, como las lagunas costeras hipersalinas, que se encuentran

distribuidas por las zonas cdlidas del mundo y que son aprovechados e incluso son

provocadas por € hombre, como en el caso de las salinas (Fig. 1.2).

Figura 1.2. Piscinade sal de laempresa ECUASAL en Salinas, Ecuador.



En las sdlinas la evaporacion del agua permite la concentracion de las sales,
manteniendo proporciones relativas muy similares a las que se presentan en el mar. Las
salinas a mas de la elevada concentracion de sales, presentan mas caracteristicas como
estar sometidas airradiacion solar, a oscilaciones de temperaturaentre el diay la noche 'y
poseer un bajo contenido en oxigeno, ya que su solubilidad en estos medios tan
concentrados es minima. Una excepcion dentro de este tipo de aguas talososalinas la
representa el Gran lago salado, en Utah (Estados Unidos) ya que no siendo su origen
marino, mantiene una composicion quimica similar a la del agua de mar Rodriguez—
Valera, 1993).

Las aguas atalasosalinas son aguellas formadas por disoluciones de depdsitos
minerales de origen continental, como los lagos salados naturales, cuya concentracion
salina no se asemeja a la del agua de mar, los cationes predominantes en estas aguas son
cationes divalentes como e C&" y el Md* (RodriguezValera, 1993). La composicién
ibnica de estas aguas puede variar en funcion de las caracteristicas topogréficas,

geoldgicas o climatol dgicas a las que estén sometidas.

Las aguas atalososdlinas se encuentran en e Mar Muerto, en algunos lagos
hipersainos de la Antértida, los lagos Wadi Natru en Egipto, € lago Magadi en Kenia,
entre otros (Oren, 2002).

1.4.2. Microorganismos hal6filos

Los microorganismos hal6filos son organismos que estan especializados para vivir
en ambientes salinos, € término haldfilo se origina del griego hals(sa) y phil (afin) por

lo que etimolbgicamente hal 6filo significa “amigo, amante de la sal”).

Los microorganismos marinos en mayoria son por naturaleza psicrotréficos y
halotolerantes, es decir capaces de crecer en temperaturas bajas y en ausencia como en
presencia de sal; se han descrito microorganismos halotolerantes que crecen mejor en

ausencia de concentraciones elevadas de sal (Kushner, 1978).



En los ambientes hipersalinos se han descrito diversidad de seres vivos, esta

variedad varia en ura funcion de determinados pardmetros como la sdlinidad, la

composicion iénica, la solubilidad del oxigeno, € pH o la temperatura (Oren et al., 1993).

1.4.2.1. Clasificacién de los microorganismos haldfilos segin sus requerimientos
salinos

Kushner y Kamekura, en 1988 propusieron categorias de microorganismos
dependiendo de la concentracién de sa que requieren para su crecimiento Optimo,
determinado como microorganismos no haléfilos a aquellos que crecen Optimamente a
una concentracion de NaCl inferior a 0,2M (aprox. 1% p/v). Se denominan Haldfilos
débiles (bacterias marinas) alos microorganismos que tienen su crecimiento Optimo en
medios que contienen una concentracion de NaCl de 0,2 a 0,5M (aprox. 1-3% p/v), esto
es considerando que € agua de mar contiene una concentracion de NaCl cerca del 3%
ph. Se definen como al6filos moderados a los microorganismos que tienen crecimiento
optimo en medios con concentraciones de NaCl de 0,5-25 M (aprox. 3-15% p/v).
hal 6filos extremos son aguellos microorganismos que presentan un crecimiento optimo
en medios que contienen de 2,5-5,2 M (saturacion) de NaCl, generalmente su crecimiento
optimo es a 25% p/v de NaCl (Margesin et al., 2001).

Los microorganismos haléfilos moderados y extremos son comunes en
ambientes salinos e hipersalinos, especialmente en los ambientes que presentan una
concentracion de sal superior a 1,5M de NaCl, sendo predominantes las bacterias

hal 6filas moderadas a concentraciones salinas intermedias (1,5-3M de NaCl).

L as altas concentraciones salinas afectan ala estabilidad de las proteinas, asi las
enzimas extracelulares producidas por bacterias haléfilas poseen unos mecanismos
especificos que las hacen permanecer estables a elevadas sdinidades. Las enzimas
producidas por bacterias haldfilas suelen tener cardcter marcadamente écido en su
superficie si se compara con las enzimas no hal¢filas, estos residuos écidos contribuyen a
la estabilidad de las mismas(Madigan et al., 1999).



1.4.3. Importancia del aislamiento e identificacion de bacterias

Para €l aprovechamiento de las bacterias con propiedades y caracteristicas
particulares de interés industrial es necesario diferenciar los variados aidados presentes
en los ambientes naturales propios de los microorganismos en estudio. Este proceso de
aislamiento permite la seleccion de aguellas bacterias adaptadas a las condiciones que
revelan las caracteristicas particulares buscadas En el presente estudio las caracteristicas
particulares buscadas en los aidados fueron: la capacidad halofilica y la secreciéon de
enzimas proteoliticas. La identificacion es crucial para € proceso de busqueda y
seleccion de las caracteristicas de interés dentro de las bacterias aisladas, y culmina con la

identificacion taxondmica de aquellos aislados seleccionados.

1.4.4. Bacterias halofilas

La principa caracteristica de las bacterias hal6filas moderadas es la necesidad de
NaCl en € habitat, |as concentraciones necesarias de sal para su crecimiento varian entre
las distintas especies, se ha determinado que e requerimiento de sal en muchas bacterias
hal6filas moderadas aumenta con la temperatura. El rango de salinidad optimo de
crecimiento de las bacterias también se relaciona directamente con la concentracion de

nutrientes presentes en el medio (Canovas et al., 1996).

Los requerimientos nutricionales de las bacterias haléfilas moderadas varian
considerablemente entre las diferentes especies, en e laboratorio se ha determinado que
uno de los medios méas recomendados para su cultivo son los enriquecidos con un 0,5%
de extracto de levadura (Ventosa et al., 1995). La mayoria de las bacterias haldfilas
moderadas son sensibles a metales pesados como mercurio, plata y zinc, agunas
bacterias presentan una ata tolerancia a cobalto, niquel y cadmio, la toxicidad del
cadmio cobalto y cobre disminuye con el aumento de salinidad, la toxicidad del niquel y
zinc disminuye en aumento de concentracion de extracto de levadura presente en e
medio de cultivo (Nieto et al., 1993).



En las Ultimas décadas los estudios en ambientes hipersalinos de diferentes zonas

del planeta han permitido el aislamiento y caracterizacion taxondmica de un elevado
numero de bacterias hal dfilas.

La mayoria de los estudios concernientes a las bacterias hadfilas se han
desarrollado en Espafia, por lo que las bacterias haldfilas moderadas mayormente
registradas han sido aisladas de aguas talasosalinas pertenecientes a salinas espariolas
(Ventosa et al., 1998).

La microbiota de aguas atalasosalinas mayormente estudiadas corresponde a lagos
salinos acalinos africanos y el Mar Muerto. Debido a que el Mar Muerto mantiene una
composicion quimica tan peculiar y una elevada concentracion de sal, se encuentra baja
proporcion de microorganismos haléfilos moderados (Arahal, 1997; Ventosa et al.,
1999). También se han estudiado los microorganismos hal6filos moderados del Océano
Pacifico (Kaye et al., 2000).

En hébitats anaerobios se ha estudiado € Gran Lago Salado, donde las bacterias
hal6filas moderadas anaerobias mayoritariamente encontradas pertenecen a género
Halanaerobium. También se han aislado bacterias de los géneros Desulfohalobium y

Desulfovibrio (Tardy —Jacquenod et al., 1996).

En suelos salinos también se han realizado estudios de donde se aid0 bacterias
hal éfilas cuyo rango de salinidad tolerable es de 0,9 — 20% de sales totales. Los géneros
predominantes que se han identificado del suelo no son muy variables en comparacion a
los encontrados en muestras de aguas hipersalinas asi se han identificado los géneros
Bacillus, Halomonas, Pseudomonas y en menor proporcién Nesterenkonia vy
Agrobacterium (Ventosa et al., 1998; Sanchez et al., 2004).



También se ha encontrado microorganismos haldfilos en la superficie de las hojas

de Atriplex halimus, una planta que secreta sal y se encuentra en los suelos salinos de
Israel (Simon et al., 1994).

Las bacterias hal6filas moderadas representan el grupo mas comun de las bacterias
halofilas, en los ambientes hipersalinos se encuentran en mayor frecuencia representantes
de bacterias Gram negativas aerobios 0 anaerobios facultativos (Martinez-Canovas et al.,
2004).

En un estudio en el 2004 se presentan una extensa revision sobre las bacterias
haléfilas y sus aplicaciones biotecnolégicas basados en aspectos relacionados con su
ecologia en los ambientes hipersalinos y sus caracteristicas como microorganismos
extremofilos y sus diversas e importantes aplicaciones y potenciaidades en la industria'y
en la biotecnologia dada su alta estabilidad en condiciones extremas, y se determind que
son Utiles en la produccion de enzimas, polimeros, solutos compatibles y en la
biodegradacion de residuos, asi como en la produccién de aimentos fermentados incluso
para aprovecharlas como fabricas celulares alternativas a Escherichia coli, para la

produccion de proteinas recombinantes (Ramirez et al., 2004).

Del grupo de bacterias haldfilas moderadas aidadas e identificadas en diversos
proyectos de investigacion, se destaca € género Pseudomonas. Los miembros
pertenecientes a esta familia son bacilos Gramnegativos rectos o ligeramente curvos,
métiles por medio de flagelos polares, estrictamente aerobios y estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza particularmente en ambientes acuaticos (Frerichs et al.,
1993).

En relacion a la actividad proteolitica que se evalla en este estudio, las bacterias
del género Pseudomonas en varios proyectos se ha revelado una alta manifestacion de la
actividad de enzimas proteoliticas, como se describen en trabajos realizados en Espafiay

Per(. En Espafia se ha aid0 y caracterizd una serie de bacterias hal 6filas moderadas que
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manifiestan actividad proteasa provenientes de saliinas de Huelva, Cadiz y Almeria
(Sanchez-Porro e al. 2003), las cepas identificadas corresponden a los géneros
Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Halomonas y Bacillus. En un proyecto posterior se
selecciond una cepa bacteriana haléfila moderada proveniente de una salina de la Ida
Crigtina (Huelva). La cepa seleccionada tiene actividad proteasa, y se caracterizo
taxonémicamente; tanto desde € punto de vista fenotipico como genotipico, determinado

gue pertenecia a género Pseudoalteromonas. (Sanchez — Porro et al. 2003).

En lainvestigacion redlizada en Peri se aido e identifico cinco cepas de bacterias
hal6filas productoras de proteasas provenientes de efluentes pesqueros de una zona
costera de Per(} estas cepas fueron evaluadas por su actividad proteolitica especifica
sobre la caseina, siendo las cepas del género Pseudomonas las que mayor actividad

proteolitica presentaron, seguidas del género Aeromonas (Sanchez et al. 2004).

Las diferentes especies del género Aeromonas pueden crecer en los medios
diferenciales y selectivos empleados para el aislamiento de las bacterias Gram negativas.
Las bacterias del género Aeromonas son considerados autoctonos del medio acuético se
encuentran ampliamente presentes en habitats naturales como suelo, agua potable, aguas

negras, aguas contaminadas, rios, lagosy mar (Borrell et al., 1998)

Las bacterias del género Aeromonas son descritas con menos frecuencia en los
trabajos relacionados a aislamiento e identificacion de hal6filas moderadas, sin embargo
el género es bhastante nombrado en proyectos relacionados a la caracterizacion de
exoenzimas. A las bacterias pertenecientes a este género se las ha caracterizado como
bacilos cortos de 0.3-1.0 x 1.0-3.5 um, Gram negativos. Todas las especies excepto
Aeromonas salmonicida y Aeromonas media son moviles gracias a un flagelo polar, en
general son aerobios facultativos, oxidasa y catalasa positivos pueden crecer en medios

gue contienen 3% a 5% de NaCl.

Los miembros del género Aeromonas producen varias exoenzimas que degradan

activamente complejos proteicos, polisacéridos, mucopolisacéridos y moléculas que
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contienen lipidos (Pemberton et al., 1997). Se ha descrito varias exoenzimas como:
proteasas, DNasas, RNasas, elastasas, lecitinasas, amilasas, gelatinasas y lipasas, entre
otras descritas (Altwegg et al., 1999).

El género Agrobacterium pertenece a un grupo de afa-proteobacterias de la
familia Rhizobiaceae (Ugalde, 2003). Es uno de los géneros con mayor adaptabilidad a
los ambientes terrestres. Las bacterias de éste género tan cobrado gran interés a nivel
cientifico debido a la produccion de metabolitos secundarios de utilidad industrial gracias
alatolerancia de éstos frente a condiciones extremas, entre ellas la ata salinidad. Se ha
evidenciado también la presencia frecuente de A. radiobacter en ambientes marinos y la

produccion de biofilms con una composicién polisacarida especial (Cadmus, 1993).

1.4.5. Aplicacionesindustriales de las bacterias hald6filas moder adas
1.4.5.1. Produccion de enzimas

Una de las aplicaciones mas importantes y actuales es la produccion de enzimas
por gemplo hidrolasas. amilasas, lipasas, proteasas, nucleasas y pululanasas. De las
enzimas de bacterias haldfilas ® han descrito sus posibles aplicaciones en tecnologia
enzimética para la fabricacion de biosensores, utilizacion en técnicas moleculares como
PCR, entre otras); y en laindustria farmacéuticay cosmética (Margesin et al., 2001).

1.4.5.2. Produccién de biopolimer os

Los biopolimeros tienen aplicacion en la industria petrolera gracias a sus
propiedades surfactantes y emulsionantes, pueden aumentar la eficacia de |os procesos de
extraccion de crudo del subsuelo incrementando la viscosidad del agua que se inyecta
alrededor de los depdsitos de petrdleo, disminuyendo asi su tension superficial. Los
depdsitos o bolsas de petrdleo suelen presentar una elevada sdlinidad, lo que hace
especialmente interesante la utilizacion directa de bacterias haldfilas moderadas

productoras de biopolimeros
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Entre las bacterias conocidas que producen biopolimeros se encuentra
Halomonas eurihalina y en recientes estudios se ha determinado como productor de
biopolimeros a género Agrobacterium (Mata et al., 2006). Los estudios llevados a cabo
con dicho biopolimero revelan su potencial en procesos de biorremediacion o en la
industria petrolera (Martinez-Checa et al., 2002). Las soluciones de este polisacarido
tienen un comportamiento pseudopléastico, son bastante termoestables y presentan una
elevada viscosidad a pH acido (Quesada et al., 1993).

1.4.5.3. Solutos Compatibles

Un mecanismo de adaptacion a la sal de las bacterias hal 6filas moderadas es la
acumulacion en su citoplasma de determinados compuestos organicos de bajo peso
molecular, que no interfieren con e metabolismo celular, que se denominan solutos

compatibles.

Los compuestos osmoprotectores han despertado un gran interés en la industria,
ya que poseen un ato poder estabilizador y protector de enzimas, acidos nucleicos,
membranas e incluso células enteras, contra la congelacion, la desecacion, la
desnaturalizacion por calor y laatasalinidad (Louiset al., 1994).

1.4.5.4. Biorremediacion

El interés en ks bacterias hal6filas moderadas se ha incrementado notablemente
en e campo de la degradacion de los residuos toxicos ya que representan una importante
alternativa a los tratamientos microbiol 6gicos convencionaes en aquellos casos en los
que éstos sean ineficaces, como son los procesos industridles que generan aguas
residuales hipersalinas; esto sucede, por ggemplo, en la produccion de diversas sustancias
guimicas como los productos farmacéuticos, herbicidas ypesticidas, y en los procesos de

extraccion de petréleo y gas(Oren et al., 1993).

En 1991 estudios demostraron la degradacion de varios compuestos aromaticos

nitro-sustituidos a concentraciones salinas de 13 a 14% por las bacterias Halanaerobium
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praevalens y Orenia marismortui. También se ha han aislado varias cepas pertenecientes
a la familia Halomonadaceae, capaces de utilizar como fuente de carbono y energia
compuestos cloroaromaticos, como el &cido 2,4-diclorofenoxiacético, que es un herbicida
toxico y dd género Alteromonas capaces de degradar varios compuestos téxicos
organofosforados y derivados.

En estudios anteriores se ha aislado y caracterizado un gran grupo de bacterias
hal 6filas moderadas capaces de destoxificar o actuar como bioindicadores de ambientes
hipersalinos contaminados con metales pesados (Rios et al., 1998).

1.4.5.5. Otros usos potenciales

Aparte de las aplicaciones antes descritas, existe otras aplicaciones de
importancia que han motivado el aislamiento e identificacion de bacterias halofilas.
Dentro de éstas se puede destacar la produccion de carotenoides para la industria
alimenticia y la recuperacion de suelos &idos o semidridos mediante la obtencion de
plantas transgénicas capaces de tolerar altas concentraciones de sal (Ramirez et al.,
2004).

1.4.6. Enzimas bacterianas extracelular es
1.4.6.1. Generalidadeseimportancia

Las enzimas son generamente proteinas cuya funcion es la de cataizar
reacciones quimicas o bioquimicas con una relativamente alta especificidad sobre los

reactantes o sustratos.

El estudio delas enzimas y sus aplicaciones han aumentado representativamente
gracias a desarrollo de la Genéticay Biologia Molecular, sn embargo ya en € siglo
pasado, patentaron una amilasa bacteriana capaz de eliminar el amidon de las prendas
textiles. En 1979 cerca de 80% de los detergentes contenian enzimas hidroliticas;
muchas enzimas microbianas se han aislado desde entonces para utilizarlas en laindustria

como amilasas, proteasas, lipasas, DNAsas, celulasas isomerasas y catal asas.
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Las enzimas producidas por microorganismos extremdfilos se destacan por su
capacidad de actuar en rangos extremos de temperatura, pH o salinidad, lo cual es
beneficioso en procesos industriales y proporciona nuevas posibilidades en los procesos
biocataliticos (Eisenberg, 1995).

Al estudiar las actividades enzimaticas de las bacterias haldfilas; sobretodo al
relacionar la tolerancia a la sal se diferencian tres categorias enziméticas: @) enzimas
intracelulares o citoplasméticas, que estan expuestas a la bgja concentracion de ionesy a
la presencia de solutos organicos caracteristicos del medio intracelular pero no estan
expuestas a concentraciones salinas del medio externo; b) enzimas asociadas a la
membrana, en las que seincluyen las proteinas de transporte, expuestas a los dos medios
extra e intracelular; ¢) enzimas extracelulares propiamente dichas que se encuentran con

directa exposicién a las concentraciones salinas externas.

1.4.6.2. Enzimas extracelulares producidas por bacterias haléfilas moder adas

Las enzimas extracelulares provenientes de microorganismos haldfilos que se
han adado y caracterizado son basicamente de los dos grupos de bacterias
predominantes, las bacterias haléfilas moderadas y las arqueas haldfilas extremas o

hal carquess.

En el primer estudio sobre enzimas extracelulares producidas por bacterias
hal 6filas moderadas se identificd una amilasa producida por Nesterenkonia halobia. Dos
afios después los mismos autores describieron una nucleasa producida por Micrococcus
varians aislada de pasta de soja. En afios subsiguientes se descubrieron amilasas y
nucleasas en bacterias del género Bacillus sp, y se determing su actividad Optima a una

concentracion de 1M de NaCl.

Otros estudios que relacionaron la salinidad con la actividad enzimética

incluyeron enzimas extracelulares de la bacteria del  género Acinetobacter, en la cud se
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determind su actividad 6ptimaa 0,2 — 0,4 M de NaCl o KCI. Posteriormente, describieron

y purificaron una haloproteasa producida por bacterias del género Pseudomonas.

Kamekura en 1986 realiz6 estudios sobre algunas enzimas producidas por varias
especies hal6filas moderadas y analizo € efecto de la variacidn de las concentraciones de
sal en laproduccion y actividad de las mismas Una de | as proteasas mejor caracterizadas
en este estudio fue la halolisina, una serina proteasa aislada de Natrialba asidtica.
También ha sido descrita la purificacién de una proteasa extracelular producida por
Halobacterium salinarum (Ryu et al., 1994). En 1997 = add Natronococcus occultus,
gque producen una proteasa extracelular, esta proteasa fue caracterizada en e 2001
(Studdert et al., 2001).

El incremento de la investigacion de bacterias haldfilas también se ha dado
gracias a la introduccion de nuevas rameas cientificas como la filogenia molecular que ha
permitido en recientes estudios revelar nueva informacién sobre la diversidad microbiana

de los ambientes hipersalinos (Benlloch et al., 2002).

En estudios nés recientes se han aidado y caracterizado una serie de bacterias
hal6filas moderadas que manifiestan actividad proteolitica, provenientes de salinas de
Huelva, Cadiz y Almeria, en estos estudios se pudo identificar un aislado o cepa del
género Pseudoalteromonas productora de una haloenzima con actividad proteolitica
(Sanchez — Porro et al., 2003).

En muestras de efluentes pesqueros de una zona costera de Pert fueron aisladas
cinco cepas de bacterias que presentaban actividad proteolitica(Sanchez et al., 2004). En
Tailandia fue caracterizada una cepa de Filibacillus sp., que es productora de una serina
proteasa (Hiraga et al., 2005). En un estudio méas reciente, se llevd a cabo la
caracterizacion de la proteasa haldfila extracelular SptA de Natrinema sp., (Shi et al.,
2006).
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En la Tabla 1.1 se enumeran las principales enzimas extracelulares producidas
por bacterias halofilas moderadas, asi como también los requerimientos de salinidad para

laactividad optima.

Tabla 1.1. Principales enzimas extracel ulares producidas por bacterias ha ofilas
(Sanchez — Porro et al., 2003).

Enzima Micr oor ganismo Concentracion optimadeNaCl (%)
Amilasa Nesterenkonia halobia 311
Nucleasa H Micrococcus varians 16
Proteasa Bacillus . 3
Amilasa Acinetobacter sp. 1-3
Proteasa Pseudomonas sp. 18
Nucleasa Bacillushalophilus 11-17
5-nuclectidasa| Micrococcus varians 12
Amilasa Micrococcus varians 456
Amilasa Micrococcus sp. 6
AmilasaH Halomonas meridiana 10
Amilasa A Hal othermothrix orenii 5
Amilasa Halobacilluskarajensis 5
Proteasa Fillobacillussp. RF2-5 10

1.4.7. Haloenzimas proteoliticas bacterianasy su aplicacion industrial
1.4.7.1. Generalidades e importancia de lasenzimas proteoliticas

Las enzimas proteoliticas o proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis

especifica de uno o varios enlaces peptidicos dentro de un proteina, por 1o que son

tambiénllamadas peptidasas.

Las proteasas intervienen en las funciones organicas de todos los seres vivos,

desde virus, bacterias y arqueas, protozoos, metazoos, hongos, plantasy animales.
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En & metabolismo las enzimas proteoliticas intervienen en procesos como €l
crecimiento, diferenciacion celular, recambio de proteinas, maduracion de enzimas y
hormonas, coagulacion de la sangre, lisis de codgulos de fibrina, también poseen un
importante papel en la secrecion de compuestos a través de las membranas celulares,
entre otros més (Supuran et al., 2002).

1.4.7.2. Clasificacion de lasenzimas proteoliticas

De acuerdo con la Internacional Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB), las proteasas pertenecen a grupo 3 (hidrolasas) y dentro de éste a subgrupo 4
(peptidasas). De acuerdo a la nomenclatura propuesta por la lUBMB, la clasificacion mas
apropiada de las enzimas proteoliticas esta basada en su accion catalitica. Segun este

criterio, las proteasas se clasifican en exopeptidasas y endopeptidasas.

Se denominan exopeptidasas cuando hidrolizan un enlace peptidico no
sustituido proximo al extremo amino o carboxi terminal del sustrato (aminopeptidasas o
carboxipeptidasay. Las carobxipeptidasas a su vez se clasifican segin la naturaleza de su
centro activo en serina (EC.3.4.16.-), meta (EC.3.4.17.-) y cisteina (EC.3.4.18-)
carboxipeptidasas, y un pequefio grupo que hidrolizan extremos sustituidos: omega
peptidasas (EC.3.4.19.-).

Las endopeptidasas hidrolizan las cadenas peptidicas en las regiones internas
algjadas de los extremos carboxi y amino terminal, y seglin la naturaleza de su centro
activo se clasifican en: serina endopeptidasas (EC.3.4.21.), cisteina endopeptidasas
(EC.3.4.22), aspartato endopeptidasas (EC.3.4.23.) y metalo endopeptidasas (EC.3.4.24.),

y un quinto grupo de endopeptidasas de mecanismo de accion no conocido.

1.4.7.3. Aplicacionesde las proteasas extracelulares bacterianas

Ademas de su importancia fisiologica, este grupo de enzimas tiene un enorme
interés industrial siendo ampliamente utilizado en la industria de detergentes, alimentos,

bebidas, textil o papelera (Guptaet al., 2002). Por otro lado, a pesar de que las proteasas
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poseen una accion muy especifica, es un grupo de enzimas muy diverso, por lo que

resulta muy atractivo para su explotacion biotecnol 6gica.

L as estimaciones de ventas mundiales de enzimas industriales son muy elevadas,
de las cuales e 75% presentan actividades hidroliticas. Las proteasas representan uno de
los tres grandes grupos de enzimas industriales y constituyen alrededor del 60% del tota
de las ventas mundiaes. Este dominio de las proteasas en e mercado industrial se espera

que continlie en aumento (Godfrey et al., 1996).

En la industria farmecéutica las proteasas producidas por distintos
microorganismos se usan por via oral para la correccion de ciertos sindromes de
deficiencias enziméticas, Colagenasas y subrilisinasas son usadas junto con antibiéticos
de amplio espectro para tratar heridas y quemaduras, y una asparraginasa de origen
bacteriano se utiliza para tratar algunas formas de leucemia linfocitica ya que elimina la
asparragina del torrente sanguineo (Rao et al., 1998; Margesinet al., 2001).

En la de obtencién industrial de seda, la aplicacion de las proteasas es muy
prometedor ya que la sericina que es un componente proteico que constituye cerca de
25% dd peso total de la seda salvae cubre la periferia de las fibras de seda y se debe
eliminar, sin embargo este proceso es atamente costoso, costo que disminuye

radicalmente con el uso de enzimas proteoliticas.

En la industria del cuero, se emplean compuestos quimicos para desprender el
pelo y la piel del cuero, lo que generan residuos contaminantes para € medio ambiente,
las proteasas hidrolizan selectivamente los componentes no colagenosos de la piel y
eliminan las proteinas no fibrilares como globulinas y albuminas, € uso de las proteasas
es una aternativa que ayuda a la eliminacion de residuos y no representa contaminacion
(Rao et al., 1998).

19



En la produccion de aimentos fermentados las proteasas mas usadas en la
actualidad pertenecen alafamilia de las aspartato proteasas, estas enzimas tienen diversas
aplicaciones como por gjemplo en la elaboracién de la salsa de soya dorde se utilizan
especies del género Tetragenococcus. Por gemplo, T. halophila se emplea como
indicador de lafermentacion (Rdling, 1996).

Rutinariamente se ha usado proteasas en la elaboracion de quesos, aungue
actuamente en paises industrializados se producen proteinas recombinantes que son
mejor adaptadas a las necesidad especificas de la fabricacion de quesos, también son
ampliamente usadas en la elaboracion de pan ya que las proteasas hidrolizan € gluten del

trigo lo que producen una masa més esponjosay amasable (Rao et al., 1998).

Otra aplicacion en la industria alimenticia es la fabricacion de hidrolizados
proteicos, que son utilizados en la elaboracion de alimentos para bebés, productos
dietéticos y de hospitalizacion (Neklyudov et al., 2000).

También se utiliza enzimas proteasas en la sintesis enzimética de péptidos como
el aspartamo ya que representa ventajas respecto a la sintesis quimica, dado que e coste

de produccion quimica es muy elevado.

Otro uso potencia de las proteasas es en € reciclado de la plata y poliéster que
se encuentra presente en productos derivados de peliculas fotogréficas o placas de rayos
X. De forma convenciona se recuperaba la plata mediante quemado de las peliculas
causando gran contaminacion ambiental, y dado que la plata esta unida a capas de
gelatina es posible recuperarla por tratamientos enziméticos, a més de también recuperar
el poliéster. Son varias las proteasas que se estan usando con este fin, ya que también
ofrecen un proceso de reciclado mas rentable y menos perjudicial para el medio ambiente
(Gupta et al., 2002).
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Una de las aplicaciones mas prometedoras de las haloproteasas se encuentra en
el tratamiento de las bioincrustaciones. Las bioincrustaciones son formaciones de
estructuras bioldgicas bastante rigidas y resistentes, generalmente producto de la fijacion
de ciertos moluscos que se adhieren a materiales metdlicos que se encuentran formando
parte de embarcaciones tuberiaso equipos que se encuentran en contacto conel mar. Las
bioi ncrustaciones provocan un serio problema por ser los principales adyuvantes para la
corrosion metdlica. Este problema causa anuamente billones de dblares en pérdidas
econdémicas debido en parte a las altas restricciones para e uso de potentes biocidas
contaminantes del ecosistema marino. Este proceso de remocién de las bioincrustaciones

es denominado “antifouling”.

Actualmente se esté realizando un proyecto en Chile con € fin de generar un
producto “antifouling” biocida natural de origen bacteriano, gque tiene aplicacion en el
mantenimiento de tuberias y estructuras de los barcos y ce instalaciones aledafias a mar.
En dicho proyecto se propone usar proteasas halofilas para remplazar a producto actual
de tal forma que se podra disponer de productos no toxicos para € ecosistema marino y

se espera que sus resultados sean mas efectivos y rapidos (Qian et al., 2005).

15. Hipdtesis

Los géneros de las bacteriasha éfilas con mayor actividad proteasa que seaislaron e
identificaron en las muestras de las piscinas de sal son: Pseudomonas, Halomonas, y

Bacillus.
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CAPITULO 22 MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantesdel proyecto

Para € desarrollo del presente proyecto se contd con la participacion de las
siguientes empresas. ECUASAL SA, donde fueron recolectadas todas las muestras,
CENTROCESAL CIA. LTA., donde se realizaron los ensayos microbiol 6gicos para el
aidamiento de bacterias haldfilas, y e Hospital de la Policia Nacional, donde se
realizaron los ensayos de identificacion.

2.2 Zonadeestudio

Las muestras utilizadas para el desarrollo del presente proyecto fueron obtenidas de
las piscinas de sal de la industria ECUASAL localizadas en la provincia de Santa Elena
(ver ANEXO C).

2.3 Periodo de experimentacion

El desarrollo de la parte experimental del proyecto fue iniciado el 27 de Junio del
2007 y fuefinalizado el 11 de Septiembre del 2007.

2.4 M uestreo, tratamiento y conservacion de muestras.

El primer paso para e proceso experimental es el planteamiento del disefio de
muestreo con el fin de determinar e tamafio de muestra requerida para que |os resultados

sean estadisticamente significativos.

2.4.1 Diseio:;

Las formulas utilizadas para determinar el tamafio de muestra se detallan a

continuacion
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n=¢b?> y $=P(1-p)
Donde:

n= ndmero de muestra

s°= variancia de la muestra esperada
b= variancia de la poblacion

b?= s&?

se’= Error estandar

P= probabilidad

p= complemento

En formulas:

P=(1-p) se= 0,05

p=0.867 n = &/b?

P=(1-0,867) n= 0,867%0,133/ (0,05)°
P=0.133 n= 46,1

Los datos referencias para los clculos realizados fueron obtenidos dal trabajo de
Sanchez et al., 2004, en € que se obtuvieron 26 aislados bacterianos con actividad
proteolitica de 30 aislados de bacterias hadfilas encontradas |o que representa un
porcentgje de probabilidad del 86,6%.

El nimero de muestra determinado estadisticamente es 46, pero se aproximé a 48

para destinar tres salidas y en cada una se obtendran 16 muestras.

2.4.2 Muestreo

Se realizaron tres muestreos en Junio, Julio y Agosto de 2007 en las piscinas de
sal de laindustria ECUASAL. Se obtuvieron 48 muestras en total, en cada salida o fase
como se las [lamara en adelante, se obtuvieron 16 muestras de agua provenientes de 2
piscinas correspondientes a proceso de evaporacion (Fig. 2.1a); y 14 muestras de las

piscinas del proceso de cristalizacion (Fig. 2.1b).
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Figura 2.1. Piscinas de la Industria ECUASAL. A) Piscina del proceso de
cristalizacion. B) Piscinadel proceso de evaporacion
2.4.3 TomademuestrasparalaFASE 1,2y 3

Las muestras fueron recolectadas a 1m de la orilla en fundas plésticas de polietileno
estériles con sello hermético y de 300ml de capacidad (Fig. 2.3).

Figura. 2.3. Toma de muestras de agua de |as piscinas de sal.
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2.4.4 Preservacion delas muestrasy almacenamiento

Las muestras de agua se preservaroncon hielo durante su transporte a laboratorio
del CENTROCESAL locaizado en la ciudad de Quito y se las amacend en refrigeracion

hasta su uso que no excedio las 24 horas.

Figura 2.4. Almacenamiento de las muestras de agua.

2.4.5 Medicién de Salinidad del agua de las piscinas de sal.

La salinidad es una medida de la cantidad de sales disueltas en agua. Una de las
caracteristicas del agua de mar es su alto contenido de sales, €l cual es muy constante pues
solo varia entre 33 y 37g/kg de agua. Las sales principales disueltas son los cloruros,
sulfatos y carbonatos de sodio, potasio, calcio y magnesio, de los cuaes € sodio es € que
influye con mayor intensidad sobre la densidad de la mezcla (Rol de Lamaet al., 2004).

Para la medicién de la salinidad en las piscinas de sa se utilizd un hidrémetro que
permite medr la densidad total del agua. Debido a que la densidad aumenta
proporcionalmente a la concentracién de solutos disueltos (principalmente de sodio), €l
valor entregado por €l hidrometro es un parametro convertible a valores de salinidad del
agua. La salinidad se midio utilizando un Hidrémetro Fisherbrand Cat N 11-583D y se
reaizd directamente en las piscinas de sal.
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2.5 Aidamiento de bacterias haldfilas.

Para € cumplimiento del primer objetivo del proyecto se realizd un proceso de
aislamiento utilizando medios de cultivo selectivos para garantizar €l crecimiento de
bacterias haldfilas moderadas. En e ANEXO B se presenta un esguema genera del
proceso de aislamiento e identificacionque se realizo en este proyecto.

2.5.1 Mediosdecultivo utilizados para el aislamiento de bacterias halfilas.

Para mantener las condiciones quimicas propias de los medios marinos, los medios
de cultivo utilizados para €l aislamiento de bacterias hal 6filas fueron complementados con
una solucion de sales denominada SW. Las sales que componen esta solucion mantienen
las concentraciones relativas a agua de mar, pero con una disminucion de CaChk y
NaHCOs. Para la adicion de esta mezcla de sales a los medios de aislamiento se prepard
un stock de SW concentrado al 30%, denominado SW30 (Tabla2.1).

Tabla 2.1. Composicién detallada para la preparacion de la solucion SW30,
(Sanchez-Porro et al., 2003).

Compuesto Cantidad
Cloruro de Sodio 234,09
Cloruro de Magnesio 39,09
hexahidratado
Sulfato de Magnesio 61,09
heptahidratado
Cloruro de Potasio 6,09
Bromuro de Sodio 079
Carbonato Acido de Sodio 029
Cloruro de Calcio dihidratado 10g
Agua Destilada 1000 mi
pH final 80
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Para la preparacion de los medios de cultivo que se utilizaron en € aislamiento de
bacterias haldfilas la solucion SW fue llevada a una concentracion del 5% a partir de la
solucién stock SW30. A los medios realizados se los identifico denotandolos como SW5
(Modificado de Sanchez et al., 2004).

El pH de los medios de cultivo se mantuvo a 8.0, y la esterilizacion se reaizd en un

autoclave a 121° C de temperatura durante 20 minutos.

2.5.2 Mé&odo de aisamiento

Para el aislamiento de bacterias haldfilas a partir de las muestras obtenidas se
sembré 1 ml de muestra en caldo de cultivo nutritivo TSB complementado con SW5. Los

medios inoculados se incubarona 35°C por 48 horas.

En la segunda fase de aisamiento, de cada muestra con crecimiento en e caldo de
cultivo se realizaron tresdiluciones seriadas al décimo (101, 10 2 y10°®) utilizando como
diluyente solucién salina estéril (Fig. 2.5). Parala siembra se utiliz6 €l método de estriado
en medio TSA complementado con SW5 y se incub6 a 35°C por 48 horas (Modificado de
Sanchez et al., 2004).

Figura 2.5. Preparacion de las diluciones apartir de las muestras con crecimiento
en caldo de cultivo complementado con SW5.
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El grado de crecimiento de las bacterias en los diferentes medios de cultivo se

definié de la siguiente manera: No crecimiento €); Crecimiento tenue (+); y Buen
crecimiento (++) (Sanchez et al., 2004).

2.6 Caracterizacion delos aidados de bacterias haléfilas

El primer paso para la identificacion bacteriana fue la determinacion del tipo de
metabolismo que presentaron los aislados seguin la utilizacion del oxigeno como aceptor
de electrones; para determinar esto se realizo la prueba de la reaccién citocromo oxidasa.
Como segundo paso se determind la composicion de la pared celular bacteriana mediante

tinciéon Gram.

2.6.1 Prueba de reaccion citocr omo oxidasa en micr oor ganismos

La prueba de reaccion de dtocromo oxidasa permitio identificar aislados con un
metabolismo oxidativo de tipo aerobio estricto o aerobio facultativo. Se realizé la prueba
de citocromo oxidasa utilizando varillas indicadoras Bactident® Oxidasa (Merck). La zona
reactiva de la tira contiene dicloruro de NN-dimetil-1,4-fenilendiamonio 0,1 pmol y1-
naftol 1,0 pumol, los cuales permiten una evaluacion colorimétrica de la actividad

enzimética.

Para la realizacion de la prueba se tomd una colonia aislada del medio TSA+SW5
con el asa de inoculacion, se aplico la colonia sobre la zona reactiva frotando € asa de
inoculacion Al cabo de 20 a 60 segundos se compard la coloracién de latira con la escala
colorimétrica. En e caso de los microorganismos citocromo oxidasa-positivos la zona

cambio de color aazul o violeta azulado.

2.6.2 Tincién de Gram

Es latincién diferenciad mas cominmente empleada en bacteriologia. Esta técnica
permitio la diferenciacion de las bacterias en dos grandes grupos:. bacterias Gram-positivas
y Gram: negativas.
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2.7 Determinacion de la actividad proteolitica

Para determinar la actividad proteolitica de los aislados haléfilos, se procedié a la
siembra en medio agar caseina complementado con la solucion SW5 yenriquecido con
extracto de levadura y proteasa peptona. Se determiné la actividad proteolitica midiendo
los diametros de los hal os formados producto de la hidrélisis del medio con caseina.

2.7.1 Medio de cultivo para determinar la actividad proteolitica.

El medio de cultivo utilizado fue Agar caseina complementado con la solucion
SWS5, que contiene leche desnatada en polvo (Nestlé Svelty), 0,5% de extracto de
levadura, y 1% de proteasa peptona (Difco).

La leche desnatada en polvo se prepar6 por separado a 10%, se esterilizé a 112°C
durante 15-30 minutos para evitar la caramelizacion, tras previo enfriamiento a 55-60° C,
se mezclaron homogéneamente ambas soluciones y se procedio a distribuir e medio en
cgas petri plasticas, posterior a la siembra se incubaron a 35°C durante 96 horas
(modificado de SanchezPorro et al., 2003).

2.7.2 Seleccion de bacterias haldfilas con actividad proteolitica.

El comportamiento proteolitico de los aislados se analizaron para su seleccion segin
el tamafo de los haos de actividad (mm de diametro) segln lo propuesto por Sanchez et
al., 2004 (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Tamafos de hao de actividad (Sanchez et al., 2004).

- No evidenciahalo

-+ tamaino del halo menor a2mm
+ Aproximado 10 mm

++ Aproximado 15 mm

+++ Aproximado 20 mm

++++ Aproximado 25 mm

29



2.8 ldentificacion de los géneros predominantes de bacterias haléfilas con actividad

proteolitica.

La identificacion de los géneros predominantes se realizd6 mediante la aplicacion de

las pruebas API20 NE, especificas para bacterias aerobias Gram negativas no
enterobacterias.

2.8.1 Prueba API 20 NE

El APl 20 NE BioMérieux es un sistema para la identificacion de bacilos Gram
negativos no enterobacterias. El sistema esta estandarizado, y combina 8 pruebas
convencionales y 12 de asimilacién. El kit consta de una galeria con 20 microtubos que
contienenmedios y/o sustratos en forma deshidratada (fig. 2.5).

Figura 2.5. Pruebas APl 20 NE usadas para la identificacion de los géneros de bacterias
hal 6filas que presentaron mayor actividad proteolitica

Las pruebas convencionales, se inocularon con una suspension bacteriana del
aidado aanalizar en solucién salina. Tras un periodo de incubacion de 24-48 horas a 30°C
se pudo observar virgjes de color en el medio, bien directamente o tras adicion de
reactivos como se detalla mas adelante. Las pruebas convencionales presentes en el
sistema APl 20 NE se describen a continuacion:
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NO3: Reducciéon de NOgs; produccién de N,. Se afiaden los reactivos NIT 1 (0.89
&cido sulfanilico + 100m é&cido acético 5N) y NIT 2 (0,6 g N-N-dimetil-1-
naftilamina+ 100ml &cido acético 5N). Tras 5 minutos de reaccion un color rojo
indica reaccion positiva. Una reaccion negativa (ausencia de color) puede deberse
ala produccion de nitrégeno; para comprobarlo se afladen 2-3mg de Zn (meta). Si
tras otros 5 minutos no se aprecia cambio de color lareaccion es positiva; si viraa

rojo la reaccion es negativa.

TRP: Degradacion de triptéfano hasta indol. Afadir una gota del reactivo INDOL
(5 p-dimetil aminobenzaldehido + 75ml alcohol isoamilico + 25ml HCl 37%). La
apariciénde un color rosa es indicativa de resultado positivo.

GLU: Fermentacion de glucosa. Cubrir la ventana del microtubo tras su
inoculacion con aceite de parafina para proporcionar un ambiente anaerobio. El

medio es azul- verdoso; un virgje a amarillo supone reaccion positiva.

ADH: Produccion de arginina dihidrolasa. Cubrir la ventana del microtubo tras su
inoculacion con aceite de parafina para proporcionar un ambiente anaerobio. El

medio es amarillo; un virgje hacia €l naranja-rosa-rojo indica test positivo.

URE: Hidrdlisis de urea (produccion de ureasa). Cubrir la ventana del microtubo
tras su inoculacion con aceite de parafina para proporcionar un ambiente
anaerobio. El medio es amarillo; un virgje hacia € naranja-rosa-rojo indica prueba
positiva.

ESC: Hidrdlisis de esculina (produccion de 3-glucosidasa). El medio es amarillo;

el virge hacia e gris-marrén-negro esindicativo de reaccion positiva.

GEL : proteasas. El medio contiene gelatina y tinta china. Si 1a bacteria a analizar
produce proteasas capaces de hidrolizar € sustrato, la tinta china difunde,

obteniéndose una prueba positiva. En caso contrario la reaccion es negativa.

PNPG: 3-galactosidasa. EI medio contiene p-nitrofenil-3-D-gal actopiranosido. En

caso de existir produccién de [3-galactosidasa € medio vira de incoloro a amarillo.
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Las pruebas de asimilacion se inocularon con un medio minimo, y se observo

crecimiento bacteriano cuando el aislado a analizar era susceptible de utilizar el sustrato
correspondiente. La reaccion positiva en estas pruebas se manifestd presentando turbidez

en sus celdas.

L as pruebas de asimilacién presentes en e sistema APl 20 NE son bésicamente:

- GLU: Asimilacion de glucosa

- ARA: Asimilacion de arabinosa

- MNE: Asimilacién de manosa.

- MAN:Asimilacién de manitol.

- NAG: Asimilacién de N-acetil-glucosamina.
- GNT: Asimilacién de gluconato.

- CAP: Asimilacion de caprato.

- ADI: Asimilacién de adipato.

- MLT:Asmilacion de maato.

- CIT: Asmilacion de citrato.

- PAC: Asimilacion de fenil-acetato.

- OX: Presenciade oxidasas

Lalecturadel API fuerealizada sumando las pruebas positivas por triosy se obtuvo
un nimero clave que sirvié para identificar € género de los aislados analizados, el cédigo
fue encontrado en un catalogo que contiene todos los posibles cédigos que se pudieran

obtener y que responden a un determinado género bacteriano.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Medicion de Salinidad del agua de las piscinas de Sal

Los valores de salinidad que se obtuvieron en € primer muestreo se presentan en la
tabla 3.1. Cada muestra'y su respectivo valor de salinidad en las cuales posteriormente se
identificaron los géneros de interés, se encuentran resaltadas con diferente color. Se pudo
observar que €l rango de salinidad de estas muestras de interés se encuentra entre los 232 y
242 g/L (23,2— 24,2 % de sales disueltas).

Tabla 3.1. Vaores de salinidad obtenidos en el primer muestreo realizado en las

piscinas de ECUASAL
SALIMIDAD SALIMIDAD SALIMIDAD

MUESTEEQ| MUESTR A L) MIESTREEQ MUESTRA @L) MUESTREQ|MUESTE A @L)
1 200 1 200 1 200

2 206 2 200 2 208

3 224 3 226 3 230

4 226 4 228 4 228

5 228 5 228 5 238

] 242 & 230 & 240

7 iH 7 244 7 232

8 232 8 236 8 234

1 9 236 2 g 236 3 g 228
10 2% 10 230 10 2#

11 230 11 232 11 228

12 240 12 238 12 238

13 236 13 236 13 240

14 238 14 232 14 238

15 238 15 234 15 244

16 238 16 23 14 232

3.2 Aidamiento de bacterias hal6filas.

Después de las 48 horas de incubacion de las muestras en caldo nutritivo
(TSB+SWS5) se determind el crecimiento bacteriano por observacion directa del aumento
en laturbidez del medio (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Crecimiento bacteriano en caldo de cultivo TSB+SWS5 luego de 48
horas de incubacion.

Las caracteristicas del caldo de cultivo se evaluaron como se indicd en la seccion

2.6.2 obteniendo como resultado crecimiento bacteriano en 29 muestras que representa el
60,42% del total de muestras tomadas (Fig. 3.1).

- Con

turbidez

Sin
turbidez

Figura 3.2. Porcentgje de muestras que presentaron turbidez a las 48 de incubacion
a 35°C en caldo de cultivo complementado con la solucién SW5.

Otra caracteristica observada en las muestras incubadas en caldo de nutritivo TSB+

SW5 fue la presencia de un sobrenadante viscoso que se encontré en e 39,58% del
muestreo total (Fig. 3.2).
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Con
19 sobrenadante

29 39.58%
60.42%

Sin

sobrenadante

Figura 3.2. Porcentgje de muestras que presentaron sobrenadante en las muestras
incubadas a las 48 horas a 35°C en caldo de cultivo TSB complementado con la solucion
SW5.

La formacion de precipitado es otra caracteristica que se present6 a las 48 horas de
incubacion a 35°C. El 20,83% de todas las muestras obtenidas presentaron precipitado
purulento en & caldo nutritivo TSB+SWS5 (Fig 3.3).

Fresentan

10 precipitado
20,83%
38

79.17%0 Mo
presentan
£ prrecipitado

Figura3.3. Porcentaje de muestras que presentaron precipitado alas 48 de
incubacion a 35°C en caldo de cultivo complementado con la solucion SW5.

Cada una de las carater isticas que se presentd en el caldo nutritivo TSB+SW5 alas
48 horas de incubacion a 35°C se detalla en la figura 3.4; donde se indica los porcentajes

de ausenciay presencia escasa 0 abundante de cada caracteristica presentes en relacion a
total de muestras realizadas.
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Ta,.1T%

60,42%

| I Sobrenadante
37.50% i
33,33% 21,250 [ 1 Precipitado
27,08% o
12,.50% i
2,33%.8,33% " I—I L
Abundante Escaso Ausente

Figura 3.4. Porcentaje de muestras que presentaron precipitado alas 48 de
incubacion a 35°C en caldo de cultivo complementado con la solucién SW5.

En la segunda fase de aislamiento en donde se realiz6 la siembra de las diluciones
seriadas en medio TSA+SW5 el mayor porcentaje de crecimiento (60,41%) en relacion
con e total de muestras tomadas, fue observado en la dilucién 10™. En la figura 3.5 se

detalla los porcentgjes de crecimiento bacteriano en las tres diluciones realizadas.

Crecuuento
39,58% ausente
66,67% | Crecinuento
fenme
31,25% 0%
Dﬂum
Crecimento
29,17% 33,33%
0% 0% 0%
Dilucién 10-? Dilucidn 104 Dilucion 10°*

Figura 3.5. Porcentgje de crecimiento bacteriano que presentaron alas 48 de
incubacion a 35°C en medio TSA +SW5 las muestras en las diluciones 10, 102, 103,
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3.3 Caracterizacion delos aislados haléfilos
3.3.1 Pruebade citocromo oxidasa en microor ganismos

Luego de redizar la prueba de citocromo oxidasa en las muestras aisladas se
observé un resultado colorimétrico positivo (coloracién azul) en las varillas indicadoras en
19 muestras (65,5%) de los aislados bacterianos (29 aislados). Los 10 aislados restantes
(34,5 % no presentaron ningun cambio en la coloracién de la zona de reaccién de las

bandas (citocromo oxidasa negativas).

L os resultados de este ensayo se representan en lafigura 3.6.

Aislados Oxidasa
negativa

Ajslados Oxidasa
positiva

Figura 3.6. Porcentaje de halofilos aislados de reaccion citocromo oxidasa
positivay negativa

3.3.2 Tincién de Gram

El 63,2% de las bacterias haldfilas con reaccion oxidasa positiva correspondio a
bacilos con tincién de Gram negativa (12 aislados), y e 36,8% restante correspondio a
bacilos con tincion de Gram positiva (7 aislados) (Fig. 3.7).
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7 Bacilos Gram
36,84% I_'

12 negativos
63,16%

. 2 I Bacilos Gram
positivos

Figura3.7. Porcentaje de bacterias hal 6filas Gram negativas y Gram positivas.

3.4 Seleccion de bacterias haldéfilas con actividad proteolitica.

El 55,17% (16 aislados) de las bacterias que presentaron crecimiento bacteriano en el
caldo de cultivo mostraron atividad proteolitica Esto se evidencié por la formacion de
halos de degradacion alrededor de los aislados bacterianos Se valoraron los seis patrones
cuantitativos de degradacion propuestos por Sanchez et al. (2004). Estos seis patrones
cuantitativos correspondieron alo descrito en latabla 2.2.

Se encontrd cuatro aislados con actividad proteolitica con un crecimiento sostenido en
el halo de degradacion durante todo el periodo de incubacién, y cuatro aislados cuya

actividad proteolitica se manifestd a las 48 horas de incubacion

De los ocho aidados que manifestaron actividad proteolitica seis presentaron halos
menores a 2 mm, dos aislados correspondieron a bacilos Gram positivos, los cuatro
restantes fueron bacilos Gram negativos.

Se encontraron dos aislados bacterianos correspondientes a bacilos Gram positivos

que formaron halos con diametros aproximados a los 10 mm (Fig. 3.8).
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Figura. 3.8. Halo de diametro menor a 10 mm.

Tres aidados presentaron halos aproximados a15 mm. En la Figura. 3.9 se observa
el hao de unaidado que presentd un diametro aproximado a 15 mm.

Figura. 3.9. Hdo dediametro aproximado a15 mm.

Dos aislados bacterianos presentaron halos aproximados a los 20 mm. En la fig.
3.10 se observa @ halo de un aidado que presentd un didametro de formacion

aproximadamente de 20 mm.
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Figura. 3.10. Hdo de didmetro aproximado a 20 mm.

Tres aidlados presentaron halos superiores a los 25 mm. En la figura 3.11 se

observa e halo de un aislado que present6 un diametro de halo superior alos 25 mm.

Figura. 3.11. Halo de didmetro aproximado a 25 mm.

El 50% (8 aidados) ddl total de bacterias que presentaron actividad proteolitica

manifestd halos superiores a los 15 mm. Todos estos aislados correspondieron a bacilos
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Gram negativos. Debido a su superior actividad proteolitica en relacion al restante de

aislados evaluados, los ocho fueron seleccionados para su posterior identificacion

3.5 Identificacion de bacterias haldfilas con actividad proteolitica

Los ocho aislados seleccionados por su mayor actividad proteolitica (halos mayores a
15 mm) fueron identificadas por medio del sistema API 20NE.

Se determinaron tres codigos de identificacion correspondientes a los géneros
bacterianos: Pseudomonas ., (0410004), Aeromonas sp., (3010044), Agrobacterium sp.,
(1777745). A continuacion se describen las pruebas positivas para cada uno de los géneros

identificados:

- Para € género Aeromonas las pruebas positivas fueron: Redwcion de NOs,
Degradacion de triptéfano hasta indol, produccién de proteasas, asimilacion de

malato, presencia de oxidasas.

- Para @ género Agrobacterium, las pruebas positivas fueron: Reduccion de NOs,
Produccion de arginina dihidrolasa, Hidrdlisis de urea (produccién de ureasa),
Hidrdlisis de esculina (produccion de (3-glucosidasa), produccion de 13- galactosidasa,
asimilacion de glucosa, arabinosa, manosa, manitol, N-acetil- glucosamina, gluconato,

malato, citrato, y presencia de oxidasas.

- Para d género Pseudomonas, las pruebas positivas fueron: Reduccion de NOs,
hidrdlisis de esculina (produccion de 3glucosidasa), produccion de 3-galactosidasa,

produccion de proteasas, y presencia de oxidasas.
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En latabla 3.2 se resume €l perfil de identificacion para cada género encontrado.

Tabla 3.2. Pruebas de Identificacion APl 20 NE
Género
Aeromonas Agrobacterium Pseudomonas
NO3 + + +
TRP + - -
GLU -
ADH -
URE -
ESC -
GEL +
PNG -
GLU -
ARA -
MNE -
MAN -
NAG -
MAL -
GNT -
CAP -
ADI -
MLT +
CIT -
PAC - - -
OX + + +

PRUEBA

| | | ] | ] ] | ] ] ]+
1

+| +

A continuacion se detalla los resultados de cada género analizados en funcion del

crecimiento del didametro de sus halos.

3.5.1 GéneroPseudomonas

Se encontraron cuatro aislados del género Pseudomonas. uno del primer muestreo
(AP1IM1), uno del segundo muestreo (AP2M2) y dos del tercer muestreo (AP3M3 'y
AP4M3).! Los aislados APIM1, AP2M2 y AP3M3, manifestaron crecimiento del halo con

1 En lanomenclatura adjunta para la diferenciacién de los cuatro aislados del género Pseudomonas, AP
indicael nimero deaislado y M indica el nimero de muestreo del cual fue aislada.
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una tendencia lineal. Esto significa que e tamafio del halo se incrementd de forma
continua en funcion del tiempo, siendo los incrementos de crecimiento de halo: 0,254,
0,300 y 0,304 por hora, respectivamente. El coeficiente de determinacién fue de 0,98 para
los tres aislados.

El cuarto aidlado bacteriano del género Pseudomonas encontrado en € tercer
muestreo (AP4M3) presenté una tendencia cuadrética cuya ecuacion fue y = -0,002x% +
0,382x + 0,914 y cuyo coeficiente de determinacion esde 0,969. Se pudo observar que
luego de las 48 horas de incubacién el crecimiento tuvo una tendencia a estabilizarse. Este
aidado fue el que menor didmetro de halo produjo en comparacién con los tres aislados
anteriores analizados (Fig. 3.12).

30
27

——Lined (Aislado 1, Muestreo 1) -

E 24
€z
B | i ; y =0,30x + 2,00
8 18 Lineal (Aislado 2, muestreo 2) R? = 098
T 15
o —
g L —— Linedl (Aidlado 3, muestreo3) ¥ =0304x + 1,6
= 9 R2=0,981
A 6

3 ——Polindmica (Aislado 4, muestreo 3)

LLLLLL LLLL ULV L LD LD LD ]
0
y = -0,002¢ + 0,382x + 0,914
0 24 48 72 9% R? = 0.969
Tiempo (h)

Figura 3.12. Crecimiento del diametro del halo en funcion del tiempo, para los aidados del
género Pseudomonas (AP1M1, AP2M2, AP3M3y APAM3), identificados en los tres
muestreos realizados.

3.5.2 Género Agrobacterium

Se encontraron dos aidados del género Agrobacterium: urno se aislo del primer
muestreo (AAgIM1) y otro aidado que fue encontrado en & segundo muestreo
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(AAg2M2). Ambos aislados de este género presentaron en su crecimiento lineas de
tendencia cuadraticas. Sus ecuaciones se representan en la figura 3.13. En el aidado
AAgIM1 se pudo observar que a partir de las 24 horas de incubacién muestra un
incremento mayor de halo por cada hora, en relacion al aislado AAg2M2. Los coeficientes
de correlaciénde los aisladosfueron de 0,973 y 0,986 respectivamente.

16
=
z 14
= 12 Polmonuca{ Alado 1, nmestreo 1)
=
= 10 y=0,002%2-0,072%+ 0,714
- :
= o RB=0973
= b
T;" & — Polinonuca{ A=lado 2, muestreo 2)
- g
=

¥ = 0.001x2+ 0,039 - 0,028

[ R°= 0,986
0

0 24 48 72 96

Tiempo (I

Figura3.13. Crecimiento del diametro del halo en funcion del tiempo, para los aislados
del género Agrobacterium (AAg1IM1y AAg2M?2) identificados en los dos primeros
muestreos realizados.

3.5.3 Género Aeromonas

Se encontraron dos aislados del género Aeromonas, un aislado perteneciente d
primer muestreo (AA1M1) y el otro aislado perteneciente al tercer muestreo (AA2M3).
Ambos aidados presentaron una tendencia lineal, 10 que representa que el incremento en

el diametro del hao en funcion del tiempo fue continuo.

Los incrementos en el diametro del halo fueron de 0,204 y 0,187 respectivamente.
Los coeficientes de determinacion que presentaron fueron de 0,972 para el aidado
AA1IM1y 0,951 parael aislado AA2M3 (Fig. 3.14).
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Figura3.11. Crecimiento del diametro del halo en funcion del tiempo, para los géneros
Aeromonas (AAIM1y AA2M3) identificados en € primer y tercer muestreo.

3.6 Relacion delosresultados obtenidos

Se relacionaron los géneros identificados en cada muestreo segun las condiciones de
salinidad y el tamafio de sus halos de degradacid n, tal como se presentan en la figura 3.12.

’é“ Psendomonas sp.
g

=]

= .

= Agrobacterinm sp.
=

CH

=

e

£

< Aeromonassp.
=

=

]

=

Salinidad 242 234 232 244 236 240 232 232
(/L) u J \ J \ J
Y Y Y
Nuestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3

Figura 3.12. Representacionde los tres muestreos realizados y la salinidad del aguaen la
que se encuentran los generos predominantes vs e didmetro del halo formado.
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Como se aprecia en lafigura, €l género identificado que produjo los mayores halos de
degradacion fue €l género Pseudomonas, € cua estuvo representado por cuatro aislados
en los tres muestreos y provenientes Unicamente de piscinas del proceso de cristalizacion.
Tres aislados de este género (AP1IM1, AP2M2 y AP3M3) presentaron diametros de
degradacion superiores alos 25 mm, y éstos fueron aislados del cristalizador 6 de forma
independiente en los tres muestreos. El aislado APAM3 proveniente del tercer muestreo
presentd un halo de degradacion aproximado de 20 mm. Solo un aislado de éste género
(AP2M2) fue aisado de una muestra con un valor de sdlinidad de 236 g/L; los tres
aisladosrestantes fueron provenientes de muestras con un valor de salinidad de 232 g/L.

Los dos aidados del género Aeromonas identificadas (AAIM1 y AA2M3) fueron
originarios del cristalizador 4. El aidado AAIM1 presentd un halo de degradacién
aproximado a 20 mm; la salinidad de la muestra del que fue aislado fue de 242 g/L. Por
otro lado, el aislado AA2M3 presentd un halo de degradacion aproximado a 15 mm; la
salinidad de la muestra de la que provino este aislado fue de 240 g/L.

Los dos aislados del género Agrobacterium identificados (AAgIM1 y AAg2M2)
fueron provenientes dd cristalizador 5. Ambos aidados presentaron un halo de
degradacién aproximado a los 15 mm; sin embargo las salinidades de las muestras de las
gue fueron provenientesestos aislados fueron de 234 g/L (paraAAglM1) y 244 g/L (para
AAG2M2).
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CAPITULO 4 DISCUSION

4.1 Tomademuestrasde las piscinasde sal

Para la toma de muestras se utilizaron fundas de polietileno dado que ocupan menos
espacio para trasportarlas y que actualmente son utilizadas para recoleccion de muestras
de fluidos (Eaton et al., 1995).

4.2 Medicion de Salinidad del agua de las piscinas de Sal.

Gracias a los resultados obtenidos en la medicién de salinidad se pudo demostrar que
las muestras analizadas tuvieron un rango de concentracion de sales de 20 a 24% (3.4 —
4.1 M). No se han reportado estudios en los que se utilicen muestras con este rango de
concentraciones de sales disueltas, utilizandose por lo general rangos que van desde 3%
hasta 19% (Sanchez — Porroet al., 2003). El aislamiento a partir de muestras con un rango
de sdlinidad elevado y més homogéneo puede predecir un limitado espectro de

aislamiento, pero también implica un proceso menos laborioso y libre de contaminacion.

Como se observo en los ensayos posteriores, las muestras de las cuales se pudo aidar
bacterias haléfilas provinieron Unicamente de cristalizadores (rango de salinidad 232-244
g/L) y no de evaporadores (salinidad < 200 g/L). Esto podria implicar que el tiempo
necesario para € proceso de cristalizacion es cruciad para € aumento de biomasa de

bacterias hal 6filas moderadas.

4.3 Aidamiento de bacterias hal6filas.

La primera fase de aislamiento consistio en una bioestimulacion de las muestras en
caddo TSB+SW5 (NaCl 5%). La bioestimulacién fue muy necesaria ya que la
concentracion de biomasa en la microflora de los ambientes hipersalinos es generalmente
baja debido a las condiciones extremas del medio. En este ensayo se readizaron
valoraciones cualitativas del caldo de cultivo con € fin de determinar el aumento de

biomasa. Estas valoraciones fueron necesarias ya que los analisis espectrofotométricos
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fueron muy poco homogéneos dadas las modificaciones de coloracién paulatina
provocadas por la composicion de la muestra. Segun los resultados observados, el
indicador més adecuado para determinar crecimiento microbiano fue € cambio en la
turbidez del medio de cultivo. Otras manifestaciores del medio como la presencia de
precipitado o sobrenadante fueron caracteristicas particulares de los microorganismos
presentes o producto de la inestabilidad de la muestra inoculada. Debido a la presencia de
diferentes tipos de sales en la muestra es comun observar reacciones que pueden resultar
en la presencia de precipitados luego de un periodo prolongado de incubacion.

Es necesario tomar en cuenta que debido ala salinidad propia de la muestra, descrita
en la seccién 4.2, la concentracion de sales del medio de cultivo pudo sufrir una elevacion
en dos unidades sobre lo establecido para € caldo de cultivo. Es decir que la
concentracion final de sades disudtas para e proceso de bioestimulacion fue de
aproximadamente 7%. Esta concentracion se encuentra dentro del rango Optimo para el
crecimiento de la mayoria de bacterias hal 6filas moderadas (Sanchez — Porro et al., 2003;
Sanchez et al., 2004), por lo cua no se lo considerd como una variable de importancia

paralos pasos subsiguientes.

Los resultados observados en la segunda fase de aidamiento en medio solido
mostraron una concentracion optima del 5% de sales disueltas, corroborando el rango
Optimo de sdinidad propuesto por Sanchez et al. (2004). Ademas se establecio a ésta
concentracion de sales como la mas adecuada para lo fines précticos respecto a la
estabilidad del medio de cultivo. Esta concentracion se utilizd en todos los medios de

cultivo que se requirieron paralos procesos subsi guientes.

Durante la segunda fase de aidamiento, se pudo observar que a pesar de las
evidentes manifestaciones de crecimiento microbiano observadas en la fase de
bioestimulacién, no se obtuvo crecimiento en medio solido si 1a muestra era diluida mas
allade 102. Esto permite comprobar que el aumento de biomasa en haléfilos moderados es

bastante lento, de manera que la presencia de sobrenadantes viscosos en el caldo de cultivo
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de algunas muestras no fue un indicativo de crecimiento masivo. Una explicacion posible
a este fendmeno puede ser la ata expresion génica de rutas metabdlicas para la sintesis de
exopolisacéridos de bgja densidad o biofilms, cruciales para mantener a las bacterias en

mayor contacto con el oxigeno de la superficie del medio.

Concluida la segunda fase de aislamiento por medio de diluciones seriadas se
pudieron obtener 29 aislados de bacterias hal6filas moderadas a partir de 48 muestras
analizadas. El nimero de aislados encontrados es relativamente menor a lo obtenido en
proyectos relacionados (Sanchez et al., 2004). Dicha condicién puede considerarse
producto del elevado rango de salinidad de las muestras de estudio lo cual es un limitante

parala presencia de una amplia diversidad microbiana en un ambiente hipersalino.

4.4 Caracterizacion delosaidados de bacterias haldfilas
4.4.1 Prueba de citocromo oxidasa en microor ganismos

Se conoce que la gran cantidad de microorganismos haléfilos moderados de los
ambientes marinos corresponden a bacterias con un metabolismo preferentemente
oxidativo, con @ fin de hacer més eficiente la generacion de energia bgjo condiciones
extremas (SanchezPorro et al., 2003).

De acuerdo con los resultados de la prueba citocromo oxidasa, se pudo ver que la
mayor parte de bacterias aisladas son de tipo oxidasa positivo. El trabagjar Unicamente con
aidados de tipo oxidasa positivo permitié una discriminacion mas acertada de bacterias
hal6filas moderadas. Ademas, la discriminacion de bacterias por la presencia o no de la
enzima citocromo oxidasa permitié excluir enterobacterias y bacterias halotolerantes
propias de ambientes ricos en neteria organica o producto de una posible contaminacion

en el proceso de aislamiento.
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4.4.2 Tincion de Gram

De acuerdo con los resultados del proceso de tincion, los aislados correspondieron a

bacterias con morfologia principamente bacilar, sin embargo, en bs aislados de tipo

Gram negativos se hallaron indicios de pleomorfismo.

El pleomorfismo es un fenébmeno comun en bacterias hal éfilas y se manifiesta como
efecto de los cambios fisiol6gicos debido a condiciones extremas y la baja concentracion
de nutrientes de sus hdbitats naturales. Debido a que lo s aislados fueron mantenidos en un
medio rico en nutrientes y con una salinidad del 5%, &l pleomorfismo no fue tan notable.

A pesar de que en los ambientes hipersalinos es mucho més comin hallar bacterias de
tipo Gram negativas, en e presente proyecto se pudieron obtener siete aislados de
bacterias de tipo Gram positivas con morfologia bacilar. Como se sefiala en la seccion
1.4.6, las bacterias Gram postivas con estructura bacilar halladas en ambientes
hipersalinos corresponden Unicamente a los géneros Salibacillus sp., Gracibacillus sp., y
Halobacillus sp., asi como también algunas especies del género Bacillus sp., que ha sido
aisladas de ambientes hipersalinos por otros autores. Algunos miembros de estos géneros
han sido caracterizados como productores de enzimas hidroliticas extracel ulares (Sanchez-
Porro et al., 2003).

4.5 Seleccion debacterias haldfilas con actividad proteolitica.

Como se pudo verificar en el proceso de seleccidn por medio de agar caseina, y segln
lo descrito en la seccién 3.3, la mayor actividad proteolitica se present6 en los aislados de
bacterias Gram negativas. Algunos aislados de bacterias Gram positivas mostraron una
ligera actividad proteolitica luego de 48 o 72 horas de incubacion, sin embarg esta
actividad no fue significativa 'y quizas pudo estar relacionada a la liberacion de proteasas

intracelulares producto de la autolisis por envejecimiento celular (Lewis, 2000).
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Como se indico en la seccion 3.3 se identificaron cuatro aidados con actividad
proteolitica con un crecimiento sostenido en € hao de degradacién durante todo el
periodo de incubacién (género Pseudomonas), y cuatro aislados cuya actividad proteolitica
se manifesto a las 48 horas de incubacion (género Aeromonas y género Agrobacterium).
De acuerdo con la actividad proteolitica mostrada sea a las 24 o 48 horas, se podria
deducir un proceso de secrecion de proteasas de tipo constitutivo o inducible,
respectivamente (Sanchez-Porro et al., 2003).

Otra posible razon de la diferencia en la velocidad de crecimiento del hao de
degradacion puede estar relacionada con la actividad enziméatica bajo las condiciones
mantenidas en el medio de cultivo. Sin embargo, e 5% de salinidad ofrece una fuerza
ibnica aceptable para la actividad de la mayoria de haloenzimas de bacterias haldfilas
moderadas (Sanchez-Porro et al., 2003).

Debido a que e mecanismo de adaptacion a los ambientes hipersalinos de las
bacterias hal 6filas moderadas depende de la acumulacion de solutos compatibles y no de
latolerancia molecular de sus proteinas a la dta salinidad intracelular (como sucede en los
haléfilos extremos), todas las enzimas secretadas por bacterias haléfilas moderadas

tendran una buena adaptacion a rangos muy amplios de fuerzaionica

Por otro lado, las enzimas de las bacterias halofilas extremas poseen modificaciones
estructuraes irreversibles que las hacen atamente afines a condiciones de alta salinidad.
Las enzimas de estos microorganismos hal6filos extremos requieren de forma obligatoria
una fuerz ionica elevada para mantenerse estables, siendo necesaria una concentracion de
NaCl superior a 15% (Anton et al., 2002).

Bajo las condiciones mantenidas en el presente estudio se puede asegurar la ausencia

de bacterias haldfilas extremas y haloarqueas, por lo tanto la actividad enzimatica
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observada corresponderd a enzimas con un rango mas flexible de fuerza i6nica para su

actividad optima.

4.6 Bacteriashaldfilasidentificadasy suactividad proteolitica

La hipétesis planteada presenta a los géneros Pseudomonas, Halomonas y Bacillus
como los predominantes por su actividad proteolitica en las muestras del ambiente
hipersalino en estudio. Segun los resultados obtenidos se determind que Unicamente €l
género Pseudomonas validé la hipotesis planteada. Los otros géneros no fueron
identificados en las muestras obtenidas, sin embargo dentro de los bacilos Gram positivos
aislados, €l género Bacillus pudo estar presente. Igualmente, otros bacilos Gram negativos,
entre los cuales pudieron presentarse bacterias del género Halomonas, no fueron

finamente identificados debido ala baja manifestacion de su actividad proteolitica.

4.6.1 Género Pseudomonas

Laidentificacion del género Pseudomonasen los ambientes hipersalinos es bastante
frecuente, habiéndose determinado en estudios anteriores que ciertos representantes de
éste género crecen Optimamente en pH alcalino y requieren de condiciones halofilas y
psicréfilas moderadas (Sanchez et al., 2004). La ata prevalencia del género Pseudomonas
se comprobo en el presente estudio, idertificandose bacterias de este género en los tres
muestreos realizados En € presente trabgjo se obtuvieron cuatro aislados del género

Pseudomonas de los ocho aislados bacterianos identificados.

El género Pseudomonas fue € que mas aislados con actividad proteolitica
significativa reportd en e presente trabajo, coincidiendo con un ensayo realizado en Pert
sobre la identificacion de bacterias haldfilas con actividad proteolitica aisladas de
efluentes pesqueros (Sanchezet al., 2004). La salinidad de las muestras de las que fueron
aidadas de cristalizadores con una salinidad promedio de 233 g/L (23.3% de saes
disueltas)
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De acuerdo a los resultados obtenidos se encontraron tres aislados del género
Pseudomonas con una actividad proteolitica bastante significativa: el aislado AP1IM1 con
un didmetro del halo de degradacién de 26 mm y un incremento del halo respecto a
tiempo de 0,254 mm/hora; el aisado AP2M2 con un diametro de halo de degradacién de
30 mm y un incremento del halo respecto a tiempo de 0,300 mm/hora; y el aidado
AP3M3 con un halo de degradacion de 29 mm y un incremento del halo respecto al
tiempo de 0.304 mm/hora.

El cuato aislado del género Pseudomonas (AP4M3) presentd una tendencia
cuadratica, y € incremento dd hao fue menor a las 48 horas aproximadamente lo que
implicoé que paulatinamente el incremento del halo Ilegd a un punto de saturacion después
del cual e crecimiento del halo de degradacién fue nulo. De tal manera, el aislado APAM 3
presentd menor diametro de halo en comparacién conlos otros aislados del mismo género.
Este comportamiento en e crecimiento del halo puede sugerir que podria tratarse de otra

especie 0 subespecie del género Pseudomonas.

Es necesario anotar que seguin |o expuesto en la seccion anterior en relacion al inicio
del proceso de degradacion, sea a las 24 o 48 horas de incubacion, se puede presumir que
los cuatro aidados dd género Pseudomonas, a diferencia de los otros géneros
identificados, poseen un sistema secretor enzimatico constitutivo. Los aislados del género
Pseudomonas podrian tener una mejor adaptacién en procesos de produccion enzimatica a

nivel industrial, ya que no requieren de un periodo de induccién por sustrato.

4.6.2 Género Agrobacterium

El género Agrobacterium es descrito como uno de los géneros con mayor
adaptabilidad a los ambientes terrestres y marinos como es €l caso de A. radiobacter. En
esta especie se han realizado estudios donde se ha verificado la produccion de enzimas
extracelulares y principalmente se ha destacado la produccién de biopolimeros (Cadmus,
1993).
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En el caldo de cultivo de las muestras correspondiente a este género se observo la
formacion de biopolimeros, corroborando las caracteristicas del género y sugiriendo a la
especie radiobacter como la posible especie encontrada, sin embargo no se tiene amplia
documentacion sobre el perfil de enzimas extracelulares producidas por A. radiobacter. De
todas maneras, la alta adaptabilidad de A. radiobacter permite pensar que estos aislados
deben poseer un arsenal génico para producir enzimas extracelulares como enzimas

proteoliticas necesarias para obtener nutrientes esenciales del medio.

En relacidn a la actividad proteolitica presentada por los aislados bacterianos del
género Agrobacterium identificados, se puede observar que las curvas de tendencia
halladas indican que la actividad enzimética requiere de un periodo de activacion para
posteriormente incrementarse de forma continua. El halo producido a final de las 96 horas
no fue tan significativo como o observado en € género Pseudomonas, o cual sugiere que

las enzimas proteoliticas no son de prioridad en el metabolismo del género Agrobacterium.

4.6.3 Género Aeromonas

El género Aeromonas ha sido ampliamente estudiado dado que los miembros de este
género producen exoenzimas de diversa actividad especifica. La especie A. salmonicida es
comunmente aislada de ambientes marinos y se han identificado algunas exoenzimas de
tipo leucocitoliticas producidas como antigenos de infeccion en peces y otros organismos
marinos (Larenas et al., 2005). La identificacion de enzimas proteoliticas en los aidados
del género Aeromonas encontrados en el presente estudio puede implicar que dichos

aislados correspondan ala especie A. salmonicida (Larenaset al., 2005).

En e presente estudio se observo que e crecimiento del didmetro del hao de
degradacion en las dos aidlados identificados fue similar con una tendencia linedl, a igual
gue en los aidados con mayor actividad proteolitica del género Pseudomonas. Sin
embargo, la actividad proteolitica mostrada por el género Aeromonas es relativamente baja

en comparacion con la actividad proteolitica observada en e género Pseudomonas.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

En e presente proyecto se aisdaron e identificaron bacterias aerobias haldfilas

moderadas que manifestaron actividad proteolitica

El 55,17% (16 aidados) de las bacterias que presentaron crecimiento bacteriano en

el caldo de cultivo mostraron actividad proteolitica

De los aislados bacterianos que presentaron actividad proteolitica relevante, el 50%

(8 adados) fueron identificadas como pertenecientes a los siguientes géneros:

Pseudomonas, Aeromonasy Agrobacterium.

La actividad proteolitica més representativa se manifestd en los aislados de

bacterias Gram negativas, tal como se ha reportado en otros estudios afines.

B género que presentdé mayor comportamiento proteolitico fue € género

Pseudomonas, y el aislado bacteriano méds representativo presentd un halo superior
azsmm.

Seguin la hipétesis planteada, se pudo identificar al género Pseudomonas como uno
de los predominantes en ambientes hipersalinos y que mostraron actividad

proteolitica. Sin embargo, no se identificaron los géneros Halomonas ni Bacillus

Lasalinidad promedio del ambiente hipersalino del que fueron hallados los géneros
identificados fue de 236 g/L, lo cual garantizd la presencia de bacterias halofilas
moderadas.
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Los aislados identificados son mantenidas en condiciones adecuadas para permitir
investigaciones posteriores como la caracterizacion tanto de los aislados
bacterianos identificados como de las enzimas proteoliticas exracelulares
producidas por éstos.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Realizar estudios de curvas de crecimiento y parametros 6ptimos con € fin de
determinar condiciones Optimas para el aprovechamiento industrial de los géneros
identificados en este proyecto.

Seria recomendable realizar estudios de caracterizacion molecular especificamente
en los aislados del género Pseudomonas identificados, ya que presentan las

mejores caracteristicas deseables paralos fines del presente proyecto.

Dentro del protocolo de aislamiento de bacterias haldfilas moderas se sugiere
realizar una bioestimulacion previa para el aumento de biomasa de las muestras de
ambientes hipersalinos ya que las bacterias haldfilas tienen un crecimiento

relativamente lento.

Dentro del protocolo de preparacion del medio de cultivo para la seleccion de
bacterias con actividad proteolitica se recomienda realizar un periodo de
esterilizacion de 15 minutos a una temperatura de 112°C, con €l fin de evitar €

oscurecimiento del medio Agar caseina.
Seria recomendable redlizar estudios aternativos sobre los aislados del género

Agrobacterium debido a su posible aplicacion en la produccion industrial de

exopolisacaridos.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Aerobio: Organismo capaz de utilizar el oxigeno como aceptor terminal de electrones,
puede tolerar niveles de oxigeno iguales o superiores a los niveles presentes en la

amosfera (21%), y tiene un metabolismo estrictamente respiratorio.

Aidado: cultivo bacteriano puro obtenido a partir de una muestra.

Anaerobio: Organismo que es incapaz de crecer en presencia de oxigeno. Pueden tener un

metabolismo fermentativo o respiratorio con aceptores terminales distintos del oxigeno.

Anaerobio facultativo: Organismo capaz de crecer en presencia y ausencia de niveles de
oxigeno atmosférico (21%).

API20NE: Version miniaturizada de pruebas bioguimicas para la identificacion de no-
enterobacterias.

Archaea: Dominio que reline un grupo de procariotas filogenéticamente relacionados y
diferentes del grupo Bacteria

Atalasohalinos, Ecosistema que tiene proporciones de las diferentes sales presentes

marcadamente diferentes a las que se encuentran enel agua de mar.

Autétrofo: Organismo que utiliza compuestos inorganicos como fuente de energiay CO,
como fuente de carbono.
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Bacteria: Dominio que reline un grupo de procariotas filogenéticamente relacionado y

diferente del grupo Archaea.

Biopolimer os. Polisacéridos producidos por microorganismos.

Biorremediacion: La biorremediacion es el proceso en e que se emplean organismos

biol 6gicos para resolver problemas especificos medioambientales, como la contaminacion.

Dominio: Enlaclasificacion biolégica, € nivel superior de la jerarquia taxondmica de

reciente proposicion.

Especie: En microbiologia, coleccidn de cepas que comparten las mismas propiedades
principales, se diferencian de otras en una o mas propiedades significativas. 2 especies

procariotas tienen un 3% o més de diferencias en el rRNA 16S.

Extremdfilos: Organismos adaptados para vivir bgjo condiciones ambiental es extremas.

Género: Coleccidn de especies que comparten una o mas (usua mente varias) propiedades
principales. De acuerdo a sistema binomia de nomenclatura, a los organismos se les
asigna un nombre de género y uno de especie. EI nombre del género suele abreviarse e

indicarse con una letra mayUscula, € de especie no se abrevia nunca.

Haloenzima: enzimas sintetizadas por organismos haléfilos y por ende se mantienen

estables bajo condiciones de fuerzaidnica elevada.

Haldfilo: Organismo que requiere NaCl para su crecimiento.
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Halotolerante: Organismo capaz de multiplicarse en presencia de NaCl, aunque no lo

requiere para su crecimiento.

Hidrolitica: Actividad enzimatica caracterizada por € rompimiento de enlaces bgo la

presencia de agua parala transferencia de protones a uno de sus productos resultantes.

M etabolitos: Productos moleculares de |os procesos metabdlicos.

Microbiota: Diversidad microbiana en un ambiente determinado.

Mutagénicos: Capacidad de una molécula o sustancia para inducir procesos de

mutagénesis.

Osmoadaptacién: Modificaciones fisioldgicas y moleculares de los organismos con € fin
de adaptarse a las variaciones de fuerza ionica presente en e medio.

Pleomorfismo: Fendmeno caracteristico de ciertos microorganismos para cambiar su
forma origina debido a condiciones de estrés, modificaciones en la composicion de la

pared celular o debido a envejecimiento del cultivo.

Talaschalino: Ecosistema que tiene cantidades relativas de las diferentes sales

inorganicas similares a las encontradas en el agua de mar.
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ANEXO A
Tabla completa de resultados
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ANEXO B

Esquema del proceso de aislamiento e identificacion de bacterias
haldfilas con actividad proteolitica.

Fase de aislamiento
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Fase de identificacion
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ANEXO C

Mapa de las piscinas de ECUASAL
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