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RESUMEN

Las enzimas juegan un papel muy importante a nivel industrial, ya que son necesarias para
los procesos de elaboracién de diversos productos en diferentes ambitos como lo son la
Industria alimentaria, cosmética, farmacéutica, entre otras. Las enzimas son las que tienen
una mayor relevancia para dichas industrias son las proteasas, ya que representan mas del

60% de la demanda total de enzimas.

La utilizacion de las enzimas se lleva a cabo en varios procesos industriales y en
muchas ocasiones en condiciones adversas de temperatura, pH y presion, por lo que es
necesario la utilizacion de enzimas con capacidades funcionales a tales condiciones. Una de
las fuentes utilizadas para la obtencibn de estas enzimas, son los microorganismos
extremofilos, pues se conoce que las enzimas provenientes de éstos, tienen la capacidad de

ser funcionales a mas de una condicion adversa.

Se midié la capacidad proteolitica de cinco cepas extraidas de mesas de salado de
curtiduria presentes en el Rancho JC en Hermosillo, Sonora. Las cepas aisladas fueron
identificadas por 16S como: Acinetobacter baumannii (42), Escherichia fergusonii (44),
Raoultella ornithinolytica (46L), Enterobacter xianfangensis (46P) y Pantoea agglomerans
(49).

Primeramente, se evalud la capacidad proteolitica por método de placa utilizando un
medio de cultivo con leche descremada al 2%, en donde se pudo observar un halo de
hidrolisis en las cepas con esta actividad enzimatica. Posteriormente la presencia de la
actividad proteolitica se evalué de forma cuantitativa por método espectrofotométrico

(Tsuchida 1986), asi como el efecto de la temperatura y el pH en la misma.

Se logrd obtener la presencia de actividad proteolitica en las 5 cepas aisladas con una
concentracion del 2.5% de NaCl sin embargo, la cepa E. fergusonii (44) fue la que present6
una mayor actividad en condiciones estandar de 37°C y pH 7. Mientras que cuando se evaluo
el efecto del pH desde 5 hasta 10 y el efecto de diferentes temperaturas las cuales van desde

25 hasta 60°C, mostré la mayor actividad.

Estos resultados, nos indican que las cepas aisladas principalmente A. baumannii y E.
fergusonii son de interés industrial ya que su funcién catalitica es activa aln en condiciones

consideradas como extremas.
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INTRODUCCION

Las bacterias son microorganismos conocidos por sus capacidades infecciosas; sin embargo,
existe una gran cantidad de caracteristicas que representan un beneficio de las necesidades
humanas, especificamente en el ambito industrial, llegando indirectamente a la industria

farmacéutica, cosmetologia e incluso a la industria alimentaria.

Por otro lado, algunas bacterias presentan capacidades extremas: temperatura,
presion, pH, o salinidad. Las bacterias hal6filas, son capaces de resistir altas concentraciones

de sal, e incluso puede ser un requerimiento para su Gptimo desarrollo (Ramirez, 2004).

Kushner y Kamekura (1988) clasifican estos microorganismos segun su requerimiento
de NaCl para llevar a cabo sus funciones de una manera mas eficaz. En esta clasificacion
encontramos primeramente a los haldfilos ligeros, los cuales requieren de una concentracion
del 2-5% de NacCl; posteriormente se encuentran los hal6filos moderados, que necesitan de
un 5-20% de NacCl, y finalmente a los haldfilos extremos, los cuales llevaran a cabo su 6ptimo

desarrollo en concentraciones desde un 20% hasta un 30% de NaCl (DasSarmay col., 2001).

Las fuentes de aislamiento de estos organismos son muy variadas, ya que pueden estar
en diversas zonas geograficas desde mares y lagos; hasta habitats poco comunes como la

salsa de soya, salmueras e incluso en fosas nasales de iguanas (DasSarma y col, 2001)

Estos microorganismos al igual que los no haléfilos, son capaces de producir enzimas
gue pueden ser utilizadas en diversos procesos biotecnoldgicos. Una de las enzimas mas
importantes para el ambito industrial por satisfacer casi el 60% de los requerimientos del
mercado de enzimas son las proteasas (Alnahdi, 2012). Estas pueden ser obtenidas de
diversas fuentes: hongos, plantas o bacterias; sin embargo, por facilidad de manipulacién y

rapido crecimiento, las generadas por estas Ultimas son las preferidas (Enache, 2010).

Ademas, las proteasas provenientes de microorganismos hal6filos también cuentan con
la capacidad de llevar a cabo su funcién catalitica en presencia de condiciones poco comunes
de temperatura o incluso otros factores. De esta manera, ofrecen importantes oportunidades
en aplicaciones biotecnoldgicas: como procesamiento de alimentos, biorremediacién

ambiental y procesos biosintéticos.
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Esto es importante ya que muchos procesos industriales se llevan a cabo en
condiciones fisicas y quimicas especificas que no siempre se pueden ajustar a los valores
Optimos requeridos para la actividad de las enzimas disponibles. Es por esto que los
microorganismos haléfilos son la fuente mas probable de tales enzimas, porque no sélo son

enzimas tolerantes a la sal, si no que muchas también son termotolerantes.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar la actividad proteolitica de bacterias hal6filas extraidas de camas de salado de

curtiduria de pieles de ganado.

Objetivos Particulares:
1.- Definir la concentracion de NaCl éptima para el desarrollo de cada una de las cepas
aisladas.

2.- Confirmar la presencia de actividad proteolitica por el método de placa en cada una de
las cepas aisladas.

4.- Medir la actividad proteolitica por método espectrofotométrico (Tsuchida,1986) para cada
una de las cepas.

5.- Medir el efecto del pH y la temperatura en la actividad proteolitica de bacterias haldfilas.
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REVISION DE LITERATURA

Las bacterias son microorganismos ampliamente conocidos por sus capacidades
infecciosas y aunque solo se conoce cerca del 1% de su diversidad, muchas de ellas pueden
resultar benéficas para las necesidades humanas, ya que estos microorganismos pueden ser
utilizados con fines biotecnoldgicos, agricolas, biomédicos, ecoldgicos y de biorremediacion.
Un ejemplo de esto, son las bacterias que promueven el crecimiento de las plantas por
diferentes mecanismos como lo es la fijacion biolégica de nitrégeno, el aumento de la
disponibilidad de nutrientes en al rizésfera, entre otros. También existen microorganismos
con la capacidad de degradar compuestos toxicos para los seres humanos y el medio
ambiente (Morales Garcia y col., 2010). Otro claro ejemplo de la utilizacién de bacterias en
la industria es en la produccion de celulosa la cual a su vez es materia prima para la
generacion de material de construccion, fibras textiles, papel, cosméticos y algunos
medicamentos (Pacheco y col., 2004).

Por otro lado, se ha reportado que algunas bacterias pueden estar presentas en
ambientes extremos. Un ambiente extremo puede presentar altas concentraciones, de sal,
altas presiones, pH extremos (acidos o basicos), e incluso estos ambientes pueden tener la
combinacion de mas de una condicién. Las bacterias que han sido aisladas de ambientes
extremos han sido de interés en muchas areas y han proporcionado herramientas incluso
para poder determinar el origen de la vida en el planeta. Existen diversos reportes donde se
menciona gue los microorganismos extremos poseen la capacidad de sintesis de metabolitos
y enzimas que pueden tener accion catalitica en condiciones extremas (Delgado Garcia y
col., 2012). Los microrganismos extremos se clasifican con base en el ambiente en los que
se desarrollan, entre ellos se encuentran los termdfilos, alcaléfilos, acidéfilos, psicrofilos,

metalofilos, piezofilos y haldfilos (Oliart Ros y col., 2016)

De acuerdo con Oliart Ros y col., 2016,los microorganismos termdéfilos son aquellos que
presentan una temperatura Optima de crecimiento mayor a 45°C, dentro de estos se
encuentran los hipertermdfilos quienes tienen un crecimiento 6ptimo a temperaturas mayores
de 80°C; psicrofilos aquellos que tienen una temperatura optima de crecimiento por debajo
de los 10°C; &ciddfilos son los que se desarrollaran de forma 6ptima a pH menor a 5y
alcalofilos en pH mayor a 8; halofilos son los miscroorganismos que se desarrollan en medios

hipersalinos (de 5% a 30% de sal); osmdfilos viven a altas presiones osméticas; radiofilos
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resisten altos niveles de radiacion; metal6filos son capaces de tolerar altas concentraciones
de metales pesados; piezdfilos antes llamados bardfilos, requieren o toleran presion

hidrostéatica de 40 atm a 60 atm.

Tabla 1. Clasificacion de los microorganismos extremdfilos y ejemplos de aplicacion de sus

enzimas (van den Burg, 2003).

Tipo Enzimas Aplicacién

o Proteasas o Detergentes, hidrdlisis en

alimentos, panificacion, bebidas.

o e Lipasas, esterasas ¢ Modificacion de grasas y lacteos,
Termofilos . _
detergentes, curtido de pieles.
e Glucosilhidrolasas e Procesamiento de almiddn,
celulosas y textiles.
o Proteasas o Detergentes, industria de
alimentos.
Psicrofilos e Amilasas e Detergentes y panificacion
e Deshidrogenasas e Biosensores
e Lipasas ¢ Alimentos y cosméticos
e Proteasas e Sintesis de péptidos, hidrdlisis en
. alimentos, detergentes.
Halofilos _ _ o _
e Deshidrogenasas e Biocatalisis en disolventes
organicos.
. e Proteasas, celulasas o Detergentes e industria
Alcalofilos _ )
alimentaria.
e Amilasas e Procesamientos del almidén
oo o Proteasasy e Componentes de alimentos
Acidofilos
celulasas
e Oxidasas e Desulfuracion del carbono
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Bacterias Halo6filas

Durante los estudios de la microbiologia se han encontrado muchas capacidades de
adaptacion en los microorganismos y especificamente de las bacterias. Uno de estos
mecanismos de adaptacién es la resistencia a la sal (NaCl) para llevar a cabo funciones
fundamentales, por lo que los microorganismos con estas caracteristicas reciben el nombre
de halotolerantes y haléfilos respectivamente. Y aunque los halotolerantes se desarrollan de
una forma Optima y mejor en ausencia de sal, estos son capaces de admitir cierta
concentracion en su medio ambiente (Meseguer, 2004). En contraste con los haldfilos, para
llevar a cabo un desarrollo 6ptimo se ven en la necesidad de un medio ambiente salino
(Kerkar, 2004).

El estudio de estos microorganismos comenzé hace cerca de un siglo, sin embargo, el
conocimiento con mayor impacto se ha obtenido desde hace alrededor de 25 afios. Hoy en
dia sabemos que existe una gran diversidad de estos, pero solo un pequefio porcentaje es el

que ha sido y sigue siendo estudiado actualmente (Meseguer, 2004).

Los haldfilos son caracterizados segun el requerimiento de sal para su crecimiento, por
lo que en 1988 Kushner y Kamekura los clasificaron en halofilos ligeros, los cuales requieren
de una concentracion del 2-5% de NaCl; hal6filos moderados, los cuales necesitan de un 5-
20% de NacCl, y finalmente a los hal6filos extremos, los cuales llevaran a cabo su éptimo

desarrollo en concentraciones desde un 20% hasta un 30% de NaCl (DasSarmay col., 2001).

Las fuentes de aislamiento de estas bacterias pueden ser muy diversas, ya que se
pueden encontrar en muchas zonas geograficas de forma natural como lo es en los mares y
lagos, o incluso en lugares poco comunes y salmueras creadas por el hombre como

conservadores, siendo la salsa de soya un claro ejemplo de estos (DasSarma, 2001).

El descubrimiento de microorganismos provenientes de ambientes extremos como lo
es la alta salinidad, ha despertado el interés de su estudio, sobre todo desde el punto de vista
biotecnoldgico ya que sus biomoléculas suelen ser resistentes a las condiciones agresivas
de su entorno, lo que permite estudiarlos en la perspectiva del desarrollo de aplicaciones
industriales (Ramirez, 2006), lo que le da un mayor interés a las cepas que se utilizaron en

este trabajo, ya que fueron aisladas de un entorno con condiciones extremas de NaCl.
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Mecanismos de Adaptacién

Existen diferentes tipos de mecanismos que las bacterias utilizan para adaptarse al medio en
el que habitan. En el caso de las hal6filas y las halotolerantes tienen queresistir la gran
presion osmotica ejercida por el medio altamente salino en el que se desarrollan. Siendo esto
posible gracias a que las membranas biol6gicas son permeables al agua, permitiendo crear
un equilibrio osmético con el ambiente que les rodea (Oren, 2002).

Se utilizan diversas estrategias por los diferentes grupos de microorganismos para
lograr mantener una alta presién osmotica en el citoplasma y una baja concentracién de Na*
(Oren, 2002). La principal estrategia para adaptarse al estrés osmoético se basa en la
compensacion de la presion osmotica del exterior por medio de una acumulacion de
compuestos en el citoplasma, los cuales pueden ser iénicos o0 no iénicos dependiendo del

microorganismo, dando lugar a dos mecanismos principales de acumulacion.

El primero de estos mecanismos es conocido como “salt-in” el cual se encuentra
mayormente en Arqueas Yy en Haloanaerobiales, los cuales acumulan en el citoplasma iones
inorganicos, principalmente K*y CI* provocando el aumento de la concentracion de KCI en
el citoplasma, lo que conlleva a una adaptacion a las altas concentraciones salinas de los
componentes celulares (Ramirez, 2006). Los calculos bioenergéticos demuestran que este
mecanismo de adaptacion consume poca energia, sin embargo, las altas concentraciones de
KCI en el citoplasma requieren grandes adaptaciones de todas las proteinas para que sea

posible que todos los sistemas enzimaticos sean activos en estas condiciones (Oren, 2002).

El segundo mecanismo se basa en la acumulacion de solutos compatibles, los cuales
son de bajo peso molecular como aminoé&cidos, azlcares, glicina betaina, ectoina e
hidroxiectoina, esto en presencia de estrés osmotico, siendo un proceso mas flexible y que
permite el equilibro osmético sin interferir con el metabolismo celular, este mecanismo es
llamado “salt-out”. Estos solutos compatibles pueden acumularse tras su transporte al interior

celular desde el medio externo, o bien mediante sintesis (Ramirez, 2006).
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Ambientes Hipersalinos

Los ambientes hipersalinos son poco comunes y generalmente se encuentran de forma
natural en zonas calientes y secas (Ramirez, 2006). Estos ambientes como su nombre lo
indica, constan de una concentracién salina tal que restringe las formas de vida que se
desarrollan en el mismo, sin embargo, son considerados los ambientes mas antiguos sobre
el planeta, ya que se cree que en la tierra primitiva se generaron una gran cantidad de estos

ambientes durante el establecimiento del ciclo del agua y de las mareas (Gerdes, 2010).

A la fecha, se conocen algunos suelos salinos naturales, estos varian sus
composiciones en sodio, cloro, sulfatos y pH; y segun la zona geografica donde se
encuentren. Entre estos ambientes podemos encontrar el Mar muerto, en donde se sabe
ademas gque existe una gran concentracion de Mg*? (Gonzales, 2002), y el gran lago salado
de Utah.

En México también se conoce la existencia de ambientes hipersalinos, incluso se sabe
de la presencia de tapetes microbianos. Dichos tapetes se encuentran a lo largo de la costa,
cerca de la laguna San Ignacio en Baja California Sur, donde se forman planicies de
inundacion donde al evaporarse el agua crecen microorganismos de coloracion rojiza
(Cadena Rodriguez, 2014). En este mismo estado también se encuentra la segunda salinera
mas grande de todo el mundo, la cual esta conformada por 13 estanques interconectados
que concentran el agua de mar proveniente de la laguna Ojo de Liebre, esta salinera es

conocida como Exportadora de Sal S.A. de C.V. (Marais, 2003).

Por otro lado, existen ambientes mucho menos comunes, entre los que se encuentran
tanto especies marinas como plantas y animales desérticos. Asi como también ambientes
generados por el hombre, como lo son la salsa de soya y las salmueras, en donde también

se ha encontrado la presencia de microorganismos halofilos (DasSarma, 2001).

Entre los ambientes producidos por el hombre, se encuentran las camas de salado de
curtiduria de pieles, estas camas son utilizadas para la conservacién de las mismas dentro
de este proceso. A pesar de que es un ambiente prometedor por las altas concentraciones
de NaCl, éste ambiente a sido poco explorado, lo que nos permite encontrar una nueva fuente

de microorganismos halotolerantes o incluso haléfilos.
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Generalidades De Las Enzimas

Las enzimas son proteinas que cuentan con la funcion de acelerar reacciones quimicas en
los sistemas bioldgicos actuando como catalizadores. Un catalizador, aumenta la velocidad
de una reaccién quimica sin sufrir modificaciones durante el proceso. Es decir, la enzima
puede unirse de forma covalente a la molécula que se encuentra en transformacion durante
el proceso de la reaccion, sin embargo, al final de la misma, el producto se libera y la enzima

vuelve a su forma original (Devlin, 2004)

Las enzimas son sumamente especificas, tanto en las sustancias con las que interactta
como en las reacciones que catalizan. La sustancia sobre las que interactia la enzima es
conocida generalmente como sustrato. Se deduce que incluso los productos de las enzimas
son muy especificos ya que en una reaccion catalizada por enzimas ninguno de los sustratos
se desvia a reacciones secundarias no productivas, es decir no se forman subproductos
derrochadores (Grisham, 2013)

En algunas ocasiones, las enzimas cuentan con baja actividad catalitica cuando
carecen de la presencia de un componente no proteico, conocido como cofactor (molécula
organica / ion metalico), cuando esto sucede, el componente proteico inactivo de la enzima
se llama apoenzima. Sin embargo, cuando cuentan con la presencia del cofactor son

conocidas como holoenzimas, las cuales son totalmente funcionales. (Palmer T., 2008)

Coenzima
Proteina inactiva + Cofactor
Enzima lon metalico
Proteina activa

Figura 1. Diagrama de la conformacion de una enzima (Palmer T., 2008).
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Clasificacion de las Enzimas

Para nombrar a las enzimas se puede utilizar el nombre tradicional, que suele obtenerse
afiadiendo el sufijo “asa” al nombre del sustrato o al tipo de reaccidon que cataliza. Sin
embargo, el problema de esta nomenclatura es que muchas enzimas no dan la informacion

necesaria para conocer donde actdan quimicamente.

La ezyme commission de la international union of biochemistry and molecular biology
(IUBMB) clasifica a las enzimas para evitar ambigliedades e imprecisiones. Segun este
sistema las enzimas pueden clasificarse en 6 principales clases, cada una con diferentes
subclases segun la reaccién que catalicen como se muestra en la Tabla 1 (Feduchi Canosa,
2011).

Tabla 2. Clasificacion de las enzimas segun la reaccién catalizada (Feduchi Canosa, 2011)

CLASE SUBCLASE

Deshidrogenasas, reductasas, oxidasas, peroxidasas, catalasa,

1. Oxidorreductasas . . .
oxigenasas, hidroxilasas.

Transaldolasas y trancetolasas, fosforiltransferasas, quinasas,

2. Transferasas
fosfomutasas.

Esterasas, glucosidasas, peptidasas, fosfatasas, tiasas,

3. Hidrolasas . . . .
fosfolipasas, amidasas, desaminasas, ribonucleasas.

Descarboxilasas, aldolasas, hidratasas, deshidratasas, sintasas,

4. Liasas !
liasas.

5. Isomerasas Racemasas, epimerasas, isomerasas, mutasas.

6. Ligasas Sintetasas, carboxilasas.
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Proteasas

Las proteasas son enzimas que pertenecen al grupo de las hidrolasas, y tienen la capacidad

romper las proteinas en péptidos o incluso en aminoacidos.

El grupo de proteasas es muy grande y complejo, por lo que muchas de estas se
diferencian en su especificidad, sitio activo, mecanismo catalitico entre otras propiedades. Su
especificidad depende de la conformacion de aminoacidos y de otros grupos funcionales, asi
como del enlace que se va a hidrolizar (Pandey, 2006).

Estas enzimas pueden separarse en dos grupos; el primero de ellos son las
exopeptidasas, que tienen la capacidad de romper los enlaces N-terminal y C-terminal,
mientras que en el segundo tenemos a las endopeptidasas, las cuales actian sobre los
enlaces peptidicos intermedios; Ademas, juegan un papel importante a nivel industrial. Cabe
destacar que son las endopeptidasas quienes cuentan con un mayor valor en este ambito
(Pandey, 2006).

Existen diferentes fuentes para la obtencion de estas enzimas ya que son de naturaleza
generalizada, sin embargo, en el ambito industrial se prefiere la obtencién de estas por medio
de bacterias, ya que son de rapido crecimiento, facil manipulacién genética y requieren un

espacio limitado para su cultivo (Alnahdi, 2012).

Otra clasificacion que se les puede asignar a las proteasas es en base al pH en el que
son activas, dando lugar a 3 tipos, las proteasas que actlian a pH acido, las que funcionan a
pH neutro y finalmente las de accién en pH alcalino. Sin embargo la clasificacion cominmente
utilizada es la de las endopeptidasas y exopeptidasas que se menciond anteriormente
(Chavez Galindo, 2014).
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Figura 2. Reaccion de endopeptidasas y exopeptidasas
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Enzimas Provenientes de Bacterias Hal6filas y su Aplicacion Industrial.

Las enzimas son proteinas muy especializadas que tienen la capacidad de acelerar
reacciones quimicas, ayudando a promover la transformacién de diversas moléculas en
productos especificos, ademas de contribuir a la reducciéon en el volumen de desechos
generados por estos procesos, convirtiendo asi a estos biocatalizadores en elementos casi

indispensables en diversos sectores industriales (Rodriguez Maria, 2014).

La utilizacién de las enzimas comienza hace varios siglos en industrias cerveceras,
panificadoras y lacteas, sin embargo, no es hasta principios del siglo XX que se establece su
mecanismo de accion, por lo que es indiscutible el interés que se ha generado en las Ultimas
décadas por el uso de estos catalizadores en los procesos industriales. Por ello, a partir de
los afios ochenta se comenzaron a desarrollar nuevas técnicas que nos permitieran la
produccion y comercializacion de las enzimas a gran escala, descubriendo asi nuevas

fuentes de dichos catalizadores como lo son los animales, vegetales y los microbios.

Actualmente los desarrollos en areas de protedmica y gendémica nos han permitido la
manipulacién de las proteinas, por lo que hoy en dia es posible manipular, disefiar y mejorar

las actividades enzimaticas nuevas y tradicionales (Rodriguez Maria, 2014)

El mercado de las enzimas tiene una gran relevancia en la industria, y se conoce que
las enzimas mayormente utilizadas, son las proteasas, las cuales constituyen cerca del 60%
del comercio internacional de enzimas, ya que estas tienen un amplio rango de usos
comerciales en detergentes, cuero, alimentos e industrias farmacéuticas. Una de las
caracteristicas mas importantes que determinan la idoneidad industrial de estas proteasas es

su requerimiento de un pH alto para una 6ptima actividad enzimatica (Alnahdi, 2012).

Se conoce que en el 2013 las enzimas con importancia industrial generaron 4.8 billones
de délares, y ademas, se estima que para el 2021 las mismas generaran cerca de 21.1

billones de ddlares lo que les da una gran importancia a nivel mundial (Mokashe y col., 2018).
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Curtido de Pieles de Ganado

Durante miles de afios se han utilizado las pieles y cueros fabricados a partir de pellejos
curtidos de animales para confeccionar diferentes prendas; como zapatos, chalecos, abrigos,

guantes etc. Prendas que aun en la actualidad siguen siendo muy utilizadas por la sociedad.
El proceso de la produccion de pieles puede dividirse en tres fases principales:
-Preparacion del cuero para el curtido
-Curtido
-Acabado

La primera etapa de este proceso es la preparacion del cuero para el curtido, como
estos se deterioran facilmente es necesario una buena conservacion y desinfeccién antes de
su expedicidon a la curtiduria. Para esto, primeramente, se extraen del armazén y se
conservan mediante diferentes métodos de cura como lo puede ser el curado mediante
secado, el cual se utiliza en regiones secas y calurosas. Este consiste en colocar las pieles
estiradas ya sea en bastidores o en el suelo bajo la accién del calor del sol. Otro método de
cura es la de secado con sal, en la cual se colocan las pieles sobre mesas y el lado de la

carne es frotada con sal (Figura 3 y Figura 4).

Por otra parte, en los paises méas desarrollados, también se utilizan las salmueras,
proceso que consiste en sumergir los cueros en una soluciébn de cloruro sdédico,
posteriormente los cueros son tratados con DDT, cloruro de zinc, clorofenoles u otros agentes

para su correcta desinfeccion.

Luego del preparado se continlia con el proceso de ribera, que es un conjunto de
operaciones que se realizan para preparar los cueros antes de que se lleve a cabo el curtido.
En este proceso los cueros se cortan y se lavan en tinas con desinfectantes. Seguidamente
se sumergen en una lechada de cal para asi poder desprender la epidermis y las raices del
pelo por labrado. Estas operaciones se encuentran seguidas por la descalcificacion y
maceracion con sales estabilizadoras como sulfato de amonio, ademas de enzimas

proteoliticas que neutralizan la alta alcalinidad de los cueros encalados.
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Después de esto, en el piquelado los cueros se ponen en un ambiente acido formado
por cloruro de sodio y acido sulfdrico para que los curtientes de cromo sean solubles y asi

poder pasar a la segunda etapa del proceso de curtiduria.

La segunda etapa de todo este proceso es la de curtido y pueden emplearse varias
sustancias para curtir, sin embargo, los principales tipos de curtido son el vegetal y al cromo.
El primero de estos suele realizarse en tambores giratorios con altas concentraciones de
taninos. Por otro lado, el proceso de curtido al cromo se emplea frecuentemente en un solo
bafio, donde los cueros se tratan en una solucion coloidal de sulfato de cromo (lll) hasta

completar el curtido y después neutralizarse (Figura 5).

Finalmente, después del curtido el cuero es procesado para darle forma y
acondicionarlo con recurtido, coloreado y engrase en bafo. En esta etapa la mayoria de los
cueros son sometidos a coloreado, a excepcién de los destinados para suelas de zapatos
(Michael McCann, n.d.)

En el 2011, Habib y colaboradores reportan proteasas extracelulares provenientes de
bacterias del género Halobacterium y Actinobacillus, aisladas de los efluentes de curtidos de
pieles, en Bangladesh. Este articulo describe el aislamiento de ocho cepas productoras de
proteasas las cuales se seleccionaron por medio de la prueba cualitativa en agar con leche
descremada asi como con la prueba cuantitativa por el método de Yang y Huang, el cual es

un método muy similar el de Tsuchida.

Sin embargo, hasta la fecha no se conocen trabajos previos en donde se realice este
tipo de investigacién a partir de las camas de salado de curtiduria de pieles, por lo que
considerando las caracteristicas de éste ambiente en particular, podria ser de Interés para la

obtencién de enzimas.
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Figura 3. Proceso de salado de pieles en mesas para su conservacion.

Figura 4. Camas de salado en el proceso de curtiduria de pieles de ganado.
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Figura 5. Procesos tipicos de curtido y acabado del cuero.
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MATERIALES Y METODOS

En un trabajo previo realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Industrial del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD A.C.), se aislaron cepas bacterianas de
ambientes vacunos, entre ellos las mesas de salado de curtiduria de pieles del Racho JC en

Hermosillo, Sonora.

Primeramente, a estas cepas se les asigndé una numeracion local, solamente para su

identificacion dentro del laboratorio, la cual se manejé durante la mayoria del experimental.

Después se llevo a cabo la identificacion oficial gracias al Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C. (CIATEJ A.C.).

Entre estas cepas se obtuvieron:
42  Acinetobacter baumannii
44  Escherichia fergusonii

46 L Raoultella ornithinolytica
46 P Enterobacter xianfangensis

49 Pantoea agglomerans.

Morfologia

Se evalud la forma, elevacion y el margen de las colonias bacterianas de las cepas aisladas,
las cuales se inocularon en placas con agar nutritivo. Las caracteristicas fueron evaluadas

segun la Figura 6 de morfologia macroscdépica descrita por Prescott y col. ( 2011).
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Figura 6. Morfologia macroscopica colonial (Prescott y col., 2011).

Tincién Gram

Se realiz6 un andlisis microscépico por medio de tincion Gram, metodologia descrita en
Bailey & Scott, 2014.

Actividad Proteolitica en Placa.

Previo a la determinacion de actividad proteolitica en placa, se preparé un preinoculo de la
siguiente manera: en una botella weathon de 50 mL, se prepararon 30 mL del caldo TSB
(Difco). ElI medio se esterilizd a 121°C durante 20 min. Posteriormente en microtubos de 2
mL se agregd 1 mL del medio estéril y por asada se incubo la cepa correspondiente. Los

microtubos inoculados se incubaron durante 48 horas a 37°C.
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La preparacion del medio para actividad proteolitica en placa se prepar6 a partir de un
medio base reportada por Mateos y col (2012). En un matraz Erlenmeyer de 500 mL , se
prepararon mL del medio base con la siguiente composicion (%): peptona de caseina 0.3,
agar base 1.5, extracto de levadura 0.3. El medio se esterilizé a 121°C durante 15 minutos.
El medio se enfrio y al matraz con el medio base se agregaron 250 mL de leche descremada
pasteurizada, el matraz se agitd y se realiz6 el vaciado en placa. Una vez solidificado el medio
de cultivo, se realizaron pozos de 1 cm de diametro. En el centro de la perforacion se

depositaron 100 pL del preindculo (previamente descrito) con cada una de las cepas.

Las placas se incubaron a 37 °C. La observaciéon y medicion del halo se realizé cada
24 h durante 72 horas.

Concentracién de NaCl Optima para el Desarrollo de las Cepas.

Se realizaron cinéticas de crecimiento para evaluar el desarrollo 6ptimo a diferentes
concentraciones de NaCl. En matraces Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 30 mL de medio
de cultivo. EI medio de cultivo utilizado fue el caldo proteolitico (Patel, 2005), cuya
composicion es la siguiente (g/L): Glucosa 5, Peptona de caseina 7.5, MgSQ4-7H,0 5,
KH.PO4 5, FeS0O4-7H,0 0.01, NacCl 2.5, 5,10 %. El medio se esterilizo a 121°C durante 20
min.
Los matraces se inocularon por asada y se incubaron a 37°C y 120 rpm.

Al momento de la inoculacion (tiempo 0) y cada 4 horas por 24 y 36 h fueron tomadas
muestras de 1mly se les ley6 la absorbancia a 600nm en una celda de vidrio de 1ml utilizando
un espectrofotdmetro Jenway 7315. La toma de muestra concluy6 en el momento en que la
densidad Optica decreci6. estas absorbancias fueron graficadas para construir la curva de

crecimiento de cada una de las cepas.
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Actividad Proteolitica por Método Espectrofotométrico (Tsuchida,1986).

Una vez identificada de manera cualitativa la presencia de proteasas en las cepas
bacterianas, se realizé la determinacidon de manera cuantitativa por triplicado a partir del
método Tsuchida (1986), donde se utiliz6 como sustrato caseina al 1% (Tsuchida y col.,
1986).

En matraces Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 30 mL de medio de cultivo, se
esterilizd y después se inocul6 por medio de asada. Posteriormente se incubo a 37°C y 120
rpm por 48 h. El medio de cultivo se centrifugé a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4°C en
una centrifuga marca Eppendorf modelo 5417R y se obtuvieron dos fases. Se recupero la
fase acuosa que se denomind extracto crudo enziméatico y la fase sélida o pellet que se
desecho.

Después se tomaron 200ulL del extracto crudo enzimatico y se agregaron 500uL de
caseina al 1% en buffer de fosfatos 50 mM pH 7.-Esta reaccion se incub6 durante 20 minutos
a una temperatura de 37°C , en un bafio de agua.

Pasado este tiempo, se detuvo la reaccion con 1 mL de &cido tricloroacético al 10%, se
dej6é incubar 15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 rpm durante 5
minutos a 4°C en una centrifuga marca Eppendorf modelo 5417R. Se obtuvo el sobrenadante
y finalmente se leyé la absorbancia a 280 nm en una celda de cuarzo de 1mL, en un
espectrofotémetro Jenway 7315. La absorbancia producto de la reaccién enziméatica se

interpol6 en una curva estandar de tirosina de 1mg/mL.

Medicién de Proteina por Método de Bradford.

A los extractos crudos enzimaticos se les determind la concentracion de proteina por el
método de Bradoford. Se colocaron en tubos de vidrio 200uL de extracto crudoy 1 mL de
reactivo de Bradford, se incubaron durante 2 minutos a temperatura ambiente y en un lugar
oscuro. Posteriormente se leyo la absorbancia en celdas de vidrio de 1mL a 595 nm utilizando
un espectrofotémetro Jenway 7315

Las absorbancias obtenidas se interpolaron en una curva estandar de ovoalbimina en

una concentracion de 0.09 mg/mL para poder obtener la cantidad de enzima en el extracto.

32



Efecto del pH y latemperatura en la actividad proteolitica.

Efecto del pH

Para realizar la evaluacién del efecto del pH sobre la reaccién, se preparé la caseina al 1%
en diferentes buffers, que se enlistan a continuacion:

-pH 5. Buffer de Citratos 50 mM

-pH 6 y 7. Buffer de Fosfatos 50 mM:

-pH 8. Buffer Trizma 50 mM

- pH 9 y 10. Buffer de Glicina 50 mM

Una vez solubilizada la caseina en los diferentes buffers, se llevo a cabo nuevamente
la técnica de Tsuchida por triplicado utilizando como sustrato la caseina con el pH en

evaluacion.

Efecto de la Temperatura

Para la evaluacién del efecto de la temperatura se llevé a cabo el método de Tsuchida con
modificacion solamente en la temperatura de incubacién de la reaccion enzimatica.

En tubos de 2 mL se coloco por triplicado 200uL de extracto crudo y 500uL de caseina
al 1%, pH7 preparada en buffer de fosfatos 50 mM, y se incubaron en un bafio de agua a la
temperatura evaluada en un rango de 25-60°C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo,
la reaccion se detuvo agregando 1 mL de 4cido tricloroacético al 10%, se incubé 15 minutos
a temperatura ambiente, y se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 minutos a 4°C en una
centrifuga marca Eppendorf modelo 5417R. Se obtuvo el sobrenadante y finalmente se ley6
la absorbancia a 280 nm en una celda de cuarzo de 1mL, en un espectrofotbmetro Jenway
7315.

La absorbancia producto de la reaccion enzimatica se interpolé en una curva estandar

de tirosina de 1mg/mL.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las cepas aisladas se identificaron por medio de la amplificacion de la region 16S de los
genes ribosomicos. Datos obtenidos gracias al Centro de Investigacién y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ). En estos resultados (Tabla 2), se mostro
la identificacién de bacterias de cinco géneros distintos.

Se ha reportado el aislamiento de Pantoea aglomerans a partir de plantas, ademas se
conoce que se encuentra entre los agentes de biocontrol mas prometedores para el
tratamiento de plagas bacterianas y flngicas, sobre todo en el tratamiento de la niebla del
peral y del manzano, que se cree que es una plaga autoctona de América del norte, aunque
actualmente se ha propagado al norte y este de Europa asi como a la regién del Mediterraneo.
(Rezzonico y col., 2009)

Estudios previos reportan el aislamiento de Acinetobacter en el medio ambiente,
principalmente en suelos contaminados por combustibles y muestras provenientes de
acuiferos. Acinetobacter desempefa un papel importante en la mejora de la eliminacién
biolégica del fosforo en aguas residuales. También algunas especies como A. baumannii
presentan la capacidad de degradacion de hidrocarburos, lo cual es de gran interés para la
biorremediacién del suelo. (Vanbroekhove y col., 2004)

Las especies de Enterobacter se localizan en muchos ambientes naturales que van
desde suelos, plantas, agua e incluso en los tractos digestivos de mamiferos y aves. La
mayoria son parte de la microflora normal; sin embargo, en las aves y en el ganado existen
ciertas cepas que pueden ser patégenas y capaces de inducir enfermedades intraintestinales
0 extraintestinales. (Maheux y col., 2014)

Escherichia fergusonii es la bacteria que se encuentra mas estrechamente relacionada
con E. coli. Esta se ha aislado de sangre humana, orina 'y heridas abiertas. También se ha
aislado de varios animales como vaca, cerdo, caballo y pavo (Glover y col., 2017)

Raoultella ornithinolytica es un bacilo encapsulado el cual, anteriormente fue clasificado
en el género Klebsiella por sus similitudes bioquimicas, incluso en sus mecanismos de
patogenicidad, es productora de histamina y ha sido aislada de ambientes acuaticos, asi
como de insectos. (Garcia-Lozano y col., 2013)

Como podemos ver en investigaciones anteriores se nos muestra que estas cepas

pueden presentar un gran potencial industrial, sin embargo aun existen areas de investigacion
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con para las mismas, ya que hasta la fecha es dificil encontrar incluso algunas de sus

caracteristicas basicas.

Tabla 2. Identificacion de las cepas aisladas de camas de salado por 16S rRNA.

Cepa Cepa relacionada en Numero de acceso Identidad
NCBI %
42 Acinetobacter baumannii ATCC 19978 NR_074737.1 99
44 Escherichia fergusonii ATCC 35469 NR_074902.1 99
46 P Enterobacter xiangfangensis 1017 NR_126208.1 100
46 L Raoultella ornithinolytica ATCC 31898 NR_114502.1 100
49 Pantoea agglomerans JCM 1236 NR_11998.1 99

Morfologia macroscopica

En la Tabla 3 podemos observar los resultados del crecimiento colonial en agar nutritivo de las 5

cepas utilizadas. Tortora y colaboradores nos menciona en el 2013 que las bacterias pueden ser

catalogadas dependiendo de las caracteristicas tanto microscopicas como macroscopicas.

Entre los resultados obtenidos, se puede ver que la mayoria de las cepas presentan

colonias circulares y convexas, pero también encontramos puntiformes y planas, como en caso

de E. xiangfangensis.
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Tabla 4. Morfologia macroscopica de las cepas aisladas de camas de salado.

Cepa Forma Elevacion Margen
A.baumannii 42 Circular Convexa Entera
E. fergusonii 44 Circular Convexa Entera
R. ornithinolytica 46 L Circular Convexa Dentada
E. xiangfangensis 46 P Puntiforme Plana Ondulada
P. agglomerans 49 Circular Convexa Entera

Tincién Gram y morfologia microscopica
Al realizar la tinciébn de Gram pudimos ver que todas las cepas resultaron Gram negativo,

como se muestra en la Tabla 4. También se pudo notar que no hubo mucha variacion entre

las morfologias microscopicas, ya que en las cinco cepas solamente se encontraron bacilos.

Tabla 5. Tincién Gram y morfologia microscépica.

Cepa Morfologia Microscépica Tincién Gram
A.baumannii 42 Cocobacilo Negativo
E. fergusonii 44 Bacilo Negativo
R. ornithinolytica 46 L Bacilo corto Negativo
E. xiangfangensis 46 P Bacilo corto Negativo
P. agglomerans 49 Bacilo Negativo
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Figura 7. Tincién Gram de la cepa R. ornithinolytica 46 L.

Figura 8. Tincibn Gram de la cepa E. xiangfangensis 46 P.
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Actividad Proteolitica en Placa.

El crecimiento de la cepa A. baumannii 42 pudo observase a partir de las 24 horas, presento
colonias muy pequefias y ligeramente amarillentas, sin embargo, no presenté un halo de

hidrolisis claro o concluyente aun pasadas las 72 horas, como se muestra en la Figura 6.

A pesar de los resultados no concluyentes de la cepa 42, se decidi6 realizarle las
pruebas cuantitativas para la medicion de la actividad proteolitica ya que alrededor de las
colonias podia observarse un halo muy escaso y casi imperceptible, lo que nos hizo

sospechar que si podia presentar actividad proteolitica.

En el caso de la cepa E. fergusonnii 44, en la Figura 7 se puede notar que hubo
crecimiento a las 24 horas, presentd colonias con un aspecto seco y de tamafio mediano, su
crecimiento fue algo peculiar ya que encontramos colonias en toda la placa, no solamente
alrededor del pozo, lo cual pudo ocurrir por la técnica de sembrado que se utilizé. Se pudo
notar que las colonias desde las 24 horas presentaban un halo de hidrolisis el cual fue

aumentando de tamaifio con el paso del tiempo.

R. ornithinolytica presenté muy escaso crecimiento en diversos puntos de la placa, las
colonias eran color crema, grandes, totalmente redondeadas. Aun después de 72 horas el
numero de colonias era escaso. Fue dificil observar un halo de hidrolisis presente en esta
cepa ya que este fue muy pequefio y poco claro por lo que al igual que la cepa 42, se
consider6 no concluyente pero aun asi se opto por realizar las pruebas cuantitativas para la

actividad enzimatica (Figura 8).

E. xiangfangensis presento un crecimiento muy acelerado, como se puede observar en la
Figura 9, a las 24 horas sus colonias ya eran de gran tamafio, de color beige con un aspecto
seco y de forma irregular. Como se muestra en la imagen, a las 24 horas las colonias se
acompafaban de un halo de hidrélisis amplio y claro, el cual aument6 en conjunto con las
colonias bacterianas llegando a medir 1cm de ancho a las 72h. Se consider6 como la cepa

gue presentd mejores resultados en la prueba cualitativa para actividad proteolitica.

P. agglomerans presento un crecimiento muy lento, incluso sus colonias apenas
pudieron notarse después de 48 horas, las cuales eran sumamente pequefas y puntiformes,
sin embargo a pesar del tamafio de las colonias y el tiempo que le tomd en crecer, si presento

un halo de hidrdlisis, aunque este fue bastante pequerio.
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La técnica cualtitativa de actividad enzimatica en placa, que es una técnica rapida y
muy utilizada, que nos permite discriminar cepas bacterianas, tal y como Gupta y
colaboradores (2005) cuando realizaron un aislamiento de cepas bacterianas extraidas del
medio ambiente a las que se les evalud la capacidad de producir proteasas utilizando el agar
descremado donde se reportd que Streptomycin sp. CD3 fue el maximo productor de
proteasas entre las cepas que fueron aisladas (Alnahdi, 2012).

Al igual que en articulo de Alnahdi 2012, se le realiz6 esta prueba a las cepas aisladas
de las camas de salado, esto con la finalidad de hacer una seleccion entre las mejores cepas
productoras de enzimas proteoliticas, sin embargo, se notd que, al tener baja actividad en
algunas de las cepas, el halo de hidrélisis no era muy notorio, e incluso en algunas este no

mostraba resultados concluyentes, por lo que se decidid continuar con el estudio de estas

cepas a partir de una técnica cuantittativa, con caseina como sustrato.

Figura 9. Actividad proteolitica en placa de en A. baumannii sembrada en agar con leche
descremada al 2%.
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Figura 10. Actividad proteolitica en placa de E. fergusonii sembrada en agar con leche

descremada 2%

Figura 11. Actividad proteolitica en placa de R. ornithinolytica sembrada en agar con leche

descremada al 2%.
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Figura 12. Actividad proteolitica en placa de E. xiangfangensis sembrada en agar con leche

descremada al 2%

Figura 13. Actividad proteolitica en placa de P. agglomerans sembrada en agar con leche
descremada al 2%
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Concentracion de NaCl Optima para el Desarrollo de las Cepas.

Las cinéticas se realizaron a concentraciones de 2.5, 5y 10% de NaCl, sin embargo, al
momento de realizarse las medidas de turbidez por densidad 6ptica, pudimos observar que
en los matraces con concentracion mayor al 2.5% de NaCl, no se presentd crecimiento

alguno.

Como se puede observar en la figura , R. ornithinolytica y E. xiangfangensis fueron las
cepas que obtuvieron un mayor crecimiento, sin embargo, al principio éste fue mas lento que

en las otras cepas.

Por otra parte, A. baumannii, P.agglormerans y E. fergusonii fueron presentaron un
menor crecimiento pero su fase estacionaria se encuentra mucho mas prolongada que en el

caso de R. ornithinolytica y E. xiangfangensis.

Podemos ver que todas las cepas presentaron un comportamiento favorable en a una
concentracion de 2.5% de NacCl, por lo que pudieran considerarse como haléfilas ligeras, sin
embargo, anteriormente no se han reportado datos sobre la tolerancia de sal en estas cepas,
a excepcion de Pantoea agglomerans de la cual existe un reporte donde Hong Joo y
colaboradores, en el 2006 hacen una evaluacion del crecimiento de esta cepa a diversas
concentraciones de NaCl y reportan su crecimiento incluso en concentraciones del 5% en

donde la bacteria ya no se reproduce y comienza a morir.

En 1999, Hernandez Herrero y colaboradores en su estudio de diversas bacterias
halotolerantes aisladas de anchoas saladas reportan el crecimiento de Enterobacter cloacae
a una concentraciéon maxima de 0.5% de NaCl. También, Hrenovic e lvankovic en el 2009
presentan datos en donde Acinetobacter junii y Escherichia coli toleran concentraciones de

hasta 3.5 y 5% de NaCl respectivamente.
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Figura 14. Cinéticas de crecimiento de las cepas aisladas de camas de salado con una
concentracion de 2.5% de NaCl

Determinacién Cuantitativa de la Actividad Proteolitica.

En la Tabla 3 se puede observar la actividad proteolitica, asi como la concentraciéon de
proteinas y la actividad especifica que presenté cada una de las cepas aisladas de las camas
de salado, estos resultados se presentaron a condiciones estandar, es decir, a 37°C y a pH

de 7, como la marca la técnica Tsuchida.

Como se puede observar en la Tabla 3, todas las cepas aisladas de las camas de
salado presentaron actividad proteolitica. A. baumannii 42 fue la que presento la mayor
actividad proteolitica de 4.6x10“ U/ml, sin embargo podemos notar que a pesar de esto,
cuenta con una alta cantidad de proteina 0.0108 mg/ml, lo que nos indica que la especificidad

de la actividad enzimatica es baja.

Por otra parte, tenemos a E. fergusonii 44, la cual presenta una actividad proteolitica
muy similar a las demas de 2.9 x10* U/ml, sin embargo su concentraciéon de proteinas es
mucho menor a la de las otras cepas, lo que nos dice que la especificidad de la actividad es
mucho mas alta, lo que la hace una cepa mucho mas interesante, por lo menos a condiciones

estandar.
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Asi también la cepa P. agglomerans presenta una alta especificidad en su actividad
enzimatica ya que cuenta con una Actividad proteolitica de 2.7 x10 U/ml y una concentracion

de proteinas de 0.0025 mg/ml, mucho menor a las demas cepas a excepcion de E. fergusonii.

En general, las cepas aisladas de las camas de salado de curtiduria mostraron baja
actividad enzimatica; no hay informes previos sobre el aislamiento de bacterias de esta area
particular de la curtiduria, y pocos informes mencionan el aislamiento de los efluentes de la
curtiduria. Habib y col. 2012 aislaron ocho cepas con actividad proteolitica alcalina
termoestable, extracelular; entre ellos, Halobacterium sp. AF1 mostré una mayor actividad
proteolitica (12,4 U/mL). Las diferencias entre sus resultados y los nuestros se pueden
relacionar con la ubicacion de aislamiento. Los efluentes de las curtiembres se han
caracterizado como residuos solidos proteinaceos, mientras que las zonas de curtiduria

saladas muestran altas concentraciones de sal.

Tabla 6. Actividad proteolitica y actividad especifica de las cepas aisladas de mesas de

salado de curtiduria de pieles

Cepa Proteinas Actividad Actividad
(mg/ml) Proteolitica(U/ml) especifica
(U/mg de
proteina)
A.baumannii 42 0.0108 4.6x10% + 1 x10° 0.0425
E. fergusonii 44 0.0020 2.9 x104 + 4 x10° 0.1459
R. ornithinolytica 46 L 0.0107 2.4 x104 £ 1 x10°% 0.0224
E. xiangfangensis 46 P 0.0318 2.2 x104 £ 3 x10° 0.0070
P. agglomerans 49 0.0025 2.7 x104 £ 3 x10° 0.1068
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Efecto del pH y la Temperatura en la Actividad Proteolitica.

Efecto de la Temperatura

Existe una temperatura 6ptima para cada enzima, cuando la temperatura rebasa o se
encuentra por debajo de la 6ptima, la velocidad de la reaccion enzimética se hace mas lenta.
En muchas enzimas se ha observado que cuando la temperatura se encuentra por encima
de los 10°C las velocidad de reaccion se duplica, y luego decae considerablemente cuando

la temperatura rebasa los 60°C (De Lera Santin, 2011).

En la Figura 11 se nos muestra la actividad especifica que presenté cada una de las
cepas a diferentes condiciones de temperatura, en este caso se evalud desde los 25°C hasta
los 60°. Aqui podemos identificar el comportamiento de las cepas, el cual podemos notar que

es muy variado.

E. fergusonii es la cepa que mas destaca en esta grafica ya que presentd la mayor
actividad enzimatica. Como se puede ver, pareciera que cuenta con 2 temperaturas éptimas,
sin embargo la actividad proteolitica a la temperatura de 60°C es mucho mayor que la de
35°C, lo que le da un gran interés a nivel industrial ya que esta es una temperatura optima
poco comun en enzimas y como se menciond anteriormente, algunos procesos industriales

se llevan a cabo a altas temperaturas.

A diferencia de las condiciones estandar en la técnica, la cepa A. baumannii presento
datos mucho menores, pero podemos ver gque tiene una temperatura 6ptima de 55°C lo cual

le da un mayor interés.

En el caso de P. agglomerans cuenta con una actividad mayor a las demas cepas a
excepcion de E. fergusonii por lo que la hace también una cepa bastante interesante ya que

cuenta con una temperatura optima de 45°C.

Como podemos ver en la Tabla 3, E. fergusonii sigue siendo la cepa que presenta una
mayor actividad proteolitica aun siendo expuesta a diferentes temperaturas. Al igual que en
las condiciones estandar presenta una actividad especifica mayor a la de las demés cepas,
sin embargo al ser 60°C su actividad 6ptima, podemos notar que la actividad especifica
tambien aumento ya que a condiciones estandar present6 0.1459 U/mg de proteinay a 60°C

increment6 a 0.1677 U/mg de proteina, a diferencia del caso de P. agglomerans, quien
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presenntd una temperatura oOptima de 45°C en este experimento, tuvo una actividad

especifica de 0.0958 U/mg, mucho menor a la encontrada en condiciones estandar.

Segun los datos obtenidos pudimos notar que para el caso de A. baumanii, E.
fergusonni y P. agglomerans, el aumento de la temperatura favorecié a la actividad
enzimatica lo que coincide con (Lopez Flores, 2014) quien reporta proteasas activas a 45°C.
Incluso las proteasas producidas por E. fergusonii pudieran considerarse termoactivas, segun

lo reportado por (Hernandez Martinez, 2006).
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Figura 15. Actividad especifica a diversas condiciones de temperatura en cepas aisladas de

mesas de salado de curtiduria de pieles de ganado
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Tabla 7. Temperatura 6ptima en la actividad proteolitica presentada por las cepas aisladas

de camas de salado de curtiduria de pieles de ganado.

Cepa Temperatura  Concentracion Actividad Actividad
Optima °C de Proteina Proteolitica especifica (U/mg
(mg/ml) (U/ml) de proteina)

A. baumannii 42 55 0.0108 2.3 x10*+ 4 x10° 0.0215

E. fergusonii 44 60 0.0020 3.9 x10* + 4 x10® 0.1677

R. ornithinolytica 25 0.0107 2.6 x104 £ 4 x10° 0.0239
46L

E. xiangfangensis 35 0.0318 2.4 x10* + 4x10° 0.0075
46P

P. agglomerans 45 0.0025 2.4 x104 £ 4 x10° 0.0958
49

Efecto del pH

El pH, asi como la temperatura, también es un regulador de la actividad enzimatica. Cada
enzima tiene un pH optimo o un intervalo de pH, y cuando este varia, la conformacién de la
enzima se ve modificada llegando a no ser funcional, esto por el cambio en el estado de
ionizacion de los grupos del sitio activo. Esto sucede ya que la conformacion de una proteina
depende de las atracciones y repulsiones que se presentan entre los aminoacidos cargados

positiva o negativamente (De Lera Santin, 2011).

La Figura 14 nos muestra las actividades especificas presentadas por las cepas

aisladas de las camas de salado, esto a condiciones diferentes de pH, desde 5 hasta 10.

Por otra parte, tenemos a E. fergusonii nuevamente, que, aunque esta vez no presenté
la mayor actividad proteolitica, si obtuvo la mayor actividad especifica que es un dato muy
importante para este trabajo. EI pH 6ptimo de esta cepa fue de 6, con la cual obtuvo una

actividad proteolitica de 2.7 x10* U/ml sin embargo como se puede observar en la Tabla 4,
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presentd una actividad especifica de 0.1326 U/mg de proteina, mucho mayor a la de las otras

cepas.

P agglomerans es la siguiente cepa con una mayor actividad especifica de 0.0812 U/mg
de proteina, incluso mayor a la de A. baumannii, sin embargo, en este experimento fue la que
present6 una actividad proteolitica menor con 2.0 x10# U/ml presentando un pH 6ptimo de

8.

En el caso de A. baumanii, podemos ver que el pH al que lleva a cabo su actividad
enzimatica es acido, esto puede deberse a que las enzimas provenientes de microrganismos
extremofilos pueden ser activas a mas de una condicién extrema (Delgado Garcia y col.,
2012). Esto pudiera ser posible por un constante contacto con ambientes tanto hipersalinos
como ambientes &cidos, por lo tanto las enzimas pueden ser estables a estas condiciones.
Se ademas, sabe que la mayoria de las proteasas cuentan con pH 6ptimos alcalinos (Alnahdi,
2012), por lo que no estan frecuente encontrar microorganismos halofilos que puedan

producir enzimas con pH 6ptimos acidos o neutros.
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Figura 16. Actividad especifica a diversas condiciones de pH en cepas aisladas de mesas
de salado de curtiduria de pieles de ganado.
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Tabla 8. pH éptimo en la actividad proteolitica presentada por las cepas aisladas de camas

de salado de curtiduria de pieles de ganado.

Cepa pH Concentracién Actividad Actividad
optimo de Proteina Proteolitica especifica (U/mg
(mg/ml) (U/ml) de proteina)

A. baumannii 42 5 0.0108 5.3 x10%+ 1 x10° 0.0493

E. fergusonii 44 6 0.0020 2.7 x104 £ 3 x10° 0.1326

R. ornithinolytica 46L 6 0.0107 2.5x104 £ 3 x10° 0.0237
E. xiangfangensis 46P 6 0.0318 2.4 x104 £ 4 x10° 0.0075
P. agglomerans 49 8 0.0025 2.0 x104 £ 4 x10° 0.0812
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RESUMEN DE RESULTADOS

Las cepas extraidas de las mesas de salado de curtiduria de pieles de ganado del Rancho
JC en Hermosillo Sonora presentaron un crecimiento sin problemas a una concentracién
maxima de 2.5% de NaCl, por lo que pudieran considerarse como bacterias hal6filas, sin
embargo, no se han reportado datos anteriores que lo confirmen. Esta respuesta a la sal era

de esperarse ya que fueron extraidas de un ambiente considerado como extremdfilo.

En la técnica para la evaluacion de la actividad proteolitica por el método de agar con leche
descremada al 2% no se obtuvieron los resultados esperados ya que algunas cepas
presentaban resultados no concluyentes. Sin embargo, la cepa que arrojé mejores resultados
fue E. xianfangensis, en la cual se pudo observar un crecimiento muy amplio y acelerado, asi

como un halo de hidrdlisis bastante claro y con un grosor cerca de 1cm después de 72h.

A pesar de que los resultados del método de placa no fueron los mejores, se decidio6 realizar
las pruebas de actividad proteolitica de forma cuantitativa a todas las cepas a lo que se
esperaba que la cepa E. xianfangensis presentara altos resultados de actividad proteolitica,
pero esto no fue asi, lo que pudo explicar que presentara un gran halo de hidrélisis en el
método de placa es que en las pruebas realizadas posteriormente se descubri6é que tenia una
gran cantidad de proteina lo que pudo general el halo de hidrélisis a pesar de que su actividad

fuera poco especifica.

Por otra parte, las pruebas de actividad cuantitativa revelaron que la cepa que cominmente
presenta mayor actividad proteolitica es A. baumanii, la cual obtuvo los mejores resultados
en este aspecto a condiciones estandar y a diversas condiciones de pH obteniendo un éptimo
de 6. A pesar de esto no se considera la cepa mas interesante ya que, aungue presenta la
mayor actividad proteolitica, pudimos ver en los diversos experimentos, que la cepa con una
mayor actividad especifica es E. fergusonii, la cual en todos los caso presentd los mejores
resultados, lo cual la hace muy interesante ya que presenta mayor actividad proteolitica con
cantidades mucho menores de proteina, incluso exponiéndola a diferentes condiciones de

temperatura y pH.
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CONCLUSION

Las bacterias aisladas de las camas de salado de curtiduria de pieles de ganado en el

rancho JC presentaron actividad proteolitica extracelular.

E. fergusonii pudiera considerarse como una nueva fuente de proteasas ya que su accion
catalitica se lleva a cabo de forma Gptima a una temperatura de 60°C. Lo cual puede ser

prometedor para las industrias como la alimentaria.
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