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RESUMEN

Julian Alberto Jesus Zaragoza Carmona  Fecha de Graduacion -------

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Estudio: AISLAMIENTO DE CEPAS DE Bacillus sp.
PRODUCTORAS DE PROTEASAS CON POTENCIAL USO INDUSTRIAL

Numero de Paginas: 58 Candidato para obtener el grado de
Maestro en Ciencias con Orientacion
en Microbiologia Industrial.

Area de Estudio: Microbiologia:

Las proteasas son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas,
representan uno de los tres grandes grupos de enzimas industriales y ocupan el
60% del mercado. Las proteasas alcalinas o subtilisinas, son un grupo
fisiologica y comercialmente importante, utilizadas primordialmente como
aditivos en detergentes, procesado de pieles, recuperaciéon de plata en placas
de rayos X, procesamiento de alimentos y tratamiento de aguas. El rango de pH
para una actividad éptima es generalmente entre 9 y 11[2]. Las temperaturas
optimas van desde 50°C hasta 70°C. La masa molecular varia entre 15 a
30kDa[3]. Los objetivos de este proyecto fueron el de aislar cepas de Bacillus
sp. productoras de proteasas; seleccionar las proteasas producidas de
probable interés industrial en base al pH y temperatura éptimos con actividad,
asi como realizar una caracterizacién parcial de la enzima obtenida. Como
producto de esta investigacion, se aislaron 17 cepas del genero Bacillus, a partir
de muestras de suelo agricola, de las cuales el 80% presentaron actividad
proteolitica. Las proteasas producidas por las cepas en estudio mostraron
actividad en un rango de pH de 7 a 10 y en un rango de temperatura entre 30°C
y 60°C. La cepa 5304 mostré una temperatura éptima de produccion de enzima
proteolitica, de 40°C. El pH 6ptimo para la produccién de la proteasa estudiada,
fue de 8. La proteasa producida por la cepa en estudio, mostrd actividad
hemolitica, con potencial uso en la industria de los detergentes debido a su
compatibilidad y tolerancia a pH y temperatura.

Firma del Asesor:




CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Bacterias del Género Bacillus.

Las diferentes especies de Bacillus sintetizan y excretan una gran cantidad de
enzimas proteoliticas durante su crecimiento y esporulacion. La mayoria de las
enzimas proteoliticas extracelulares del genero Bacillus son serinproteasas
alcalinas como la subtilisina producida por B. subtilis, y metaloproteasas neutras

como termolisina producida por B. thermoproteolyticus [1].

Los microorganismos del género Bacillus estan clasificados como aerobios o
anaerobios facultativos Gram positivos, formadores de endosporas,
pertenecientes a la familia Bacillaceae, de acuerdo a los autores del manual de
Bergey 22 edicion [2] . Estas bacterias tienen un contenido de G+C entre 39% y
69% dependiendo de la especie [3]. Las esporas pueden ser clasificadas de
acuerdo a su localizacién en el bacilo: centrales, subterminales o terminales; las

formas esporuladas pueden permanecer latentes durante tiempo prolongado,



hasta que las condiciones ambientales sean favorables para que puedan

germinar de nuevo y reiniciar su actividad metabdlica.

Las células bacterianas de este género tienen un amplio tamafo que varia 0,5 a
2,5 ym de diametro x 1,2-10pm de longitud. Es un género que incluye mas de
60 especies de bacilos por lo que la morfologia de sus colonias es muy variada,
pueden ser de aspecto liso, mucoide o rugoso; con bordes ondulados o
extendidos en el medio, algunos con aspecto de vidrio esmerilado [4]. Su
habitat primario es el suelo y gracias a su potencial de producir endosporas,
facilita la posibilidad de aislarlos y mantenerlos en cultivos en el laboratorio ya

que resisten temperaturas en las que otras bacterias no sobreviven.

Son quimioheterotrofos que normalmente son moéviles y rodeados de flagelos
peritricos, capaces de respirar utilizando compuestos organicos simples como
azucares, aminoacidos y acidos organicos, en algunos casos fermentan
carbohidratos produciendo glicerol y butanodiol. La mayoria de las especies de
Bacillus son mesofilos, con la temperatura 6ptima de crecimiento entre 30°C y
45°C, pero algunos son termofilos con una temperatura 6ptima tan alta como

65°C. Otros son psicrofilos, capaces de crecer y esporular a los 0°C.



Se les llaman alcaléfilos a aquellos organismos que viven en ambientes con pH
encima de 9. Los alcaléfilos necesitan aislar el interior de la célula del medio
alcalino exterior ya que algunas moléculas, especialmente las hechas de RNA,
se rompen a pH superior a 8. Las células de los alcaléfilos se protegen con
extremo enzimas que se localizan cerca de la pared celular o por medio de

secreciones externas [5].

De todos los microorganismos alcal6filos que han sido estudiados para ser
utilizados en aplicaciones industriales, los miembros del género Bacillus

predominan como fuente productora de proteasas alcalinas [6].

1.2 Las proteasas

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos
de las proteinas. Tienen un rol fisioldgico e industrial, su rol fisiol6gico va desde
la digestion de las proteinas de los alimentos hasta procesos como coagulacién
de la sangre por medio de la trombina que es una serin proteasa, apoptosis
constituida por caspasas (cistein-aspartato proteasas), activacion de
zimégenos ej. enzimas pancreaticas, por otra parte se utilizan en la industria de
las pieles, detergentes y alimenticia entre otras. Estan presentes en todos los
organismos y constituyen del 1-5% del contenido del genoma [7]. Se
encuentran naturalmente en organismos vivos, donde se usan para la digestion

molecular y la reduccién de proteinas no deseadas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Digesti%C3%B3n

Son producidas por hongos filamentosos y bacterias, las proteasas producidas
por hongos tienen un pH éptimo dentro del rango acido (pH 2-6) mientras que la
mayoria de las proteasas de origen bacteriano tienen un pH 6ptimo alcalino (pH

8-11).

Las proteasas pueden romper ya sea enlaces peptidicos especificos,
dependiendo de la secuencia de aminoacidos de la proteina, o pueden reducir

un péptido completo a aminoacidos [8].

La industria de las enzimas tiene un valor a nivel mundial estimado en $1 billon
de dolares, del cual el 75% corresponde a enzimas hidroliticas; las proteasas
representan uno de los tres grupos de enzimas industriales y ocupan el 60% del

mercado, como se puede observar en la figura 1.

Porcentaje Enzimatico de Aplicacion

Industrial
Proteasas Otras
Alcalinas Proteasas
25% . 21%
Tripsina
3%
Enzimas
Analiticas y Reninas
Farmaceuticas 10%
10
Lipasas/()tras_/ Amilasas
0,
3% Carbohidrasas 18%

10%

Fig.1 Tipos de enzimas y porcentaje de aplicacion
industrial [8].


http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido

De acuerdo al Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica
y Biologia Molecular las proteasas estan clasificadas en el subgrupo 4 del grupo
3 que son las hidrolasas. Sin embargo, debido a su gran diversidad de accion
y a su estructura estan subdivididas en dos grupos: exopeptidasas y
endopeptidasas, dependiendo del sitio de accién. Las exopeptidasas rompen el
péptido cerca de los grupos terminales del substrato, mientras que las
endopeptidasas lo hacen lejos de los grupos terminales [8]. A su vez, en base
a sus grupos funcionales de accion son clasificadas en cuatro grupos;

serinproteasas, proteasas asparticas, cisteinproteasas y metaloproteasas.

Serin Proteasas: poseen en su centro activo un aminoacido de serina esencial
para la catalisis enzimatica. Esta clase de enzimas (clasificadas como EC

3.4.21) incluye a la tripsina, quimotripsina, subtilisina entre otras.

Proteasas Asparticas: se trata de enzimas bilobuladas donde el sitio activo esta
entre dos lobulos homdlogos. Cada I6bulo contribuye con un aspartato, el pH
optimo de actividad de la enzima es acido para la mayoria de las aspartico
proteasas, donde un protdn esta compartido por los dos aspartatos del sitio

activo. Ejemplos: Familia de la Pepsina: catepsina D, renina.


http://es.wikipedia.org/wiki/Serina
http://es.wikipedia.org/wiki/Quimotripsina
http://es.wikipedia.org/wiki/Subtilisina

Cistein Proteasas: la familia de las cisteina proteasas engloba a todas aquellas
proteasas que presentan un residuo de cisteina en su centro catalitico. Los
miembros de esta familia que desempefian un papel importante en los procesos
apoptéticos en el sistema nervioso son las caspasas y las calpainas. Ejemplos:

papaina, catepsinas lisosomales B, Hy L.

Metaloproteasas: Tienen amplias diferencias en secuencias y estructura. La
gran mayoria contienen Zn en sitio activo algunas Co. Ejemplos: Termolisina,

metaloproteasas de la matriz extracelular

Existen mas de 3000 enzimas de tipo proteasas descritas hasta la fecha, sin
embargo la mayoria de éstas funcionan en un rango muy reducido de pH,
temperatura y fuerza iénica. Ademas la aplicaciéon tecnoldgica de las enzimas
bajo las condiciones de la demanda industrial disminuyen el nimero de enzimas

posibles de utilizar [9].

Entre las serinproteasas se encuentra un grupo de enzimas llamadas
comunmente proteasas alcalinas o subtilisinas que son un grupo fisiolégica y
comercialmente importante utilizadas primordialmente como aditivos en
detergentes, el curtido de pieles, recuperacion de plata en placas de rayos X,
procesamiento de alimentos y tratamiento de aguas. Tienen un rol catalitico

muy importante en la hidrdlisis de proteinas.



El rango de pH 6ptimo es generalmente entre 9 y 11 [10]. Las temperaturas
optimas van desde 50°C hasta 70°C. La masa molecular varia entre 15 a 30kDa
[11]. Requieren un ion divalente (Ca?*, Mg?*, Mn?*) o una combinacién de estos
cationes para aumentar la actividad [10]. Las serinproteasas son inhibidas por
fenil-metil-sulfunil-fluoruro  (PSMF) diisopropilfluorofosfato (DFP) la enzima
hidroliza el enlace entre el fésforo y el fluor, pero el residuo de fosfato se
mantiene unido a una serina en el centro activo, inactivandolo, las
metaloproteasas son inhibidas por acido etilendiaminotetraacético (EDTA) [12]

cuando su ion de metal es atacado por el EDTA.

Tienen diversas aplicaciones industriales que se pueden dividir en: aditivos
para detergentes, industria del curtido de pieles, recuperacion de plata, uso
farmaceéutico, tratamientos de desechos de la industria avicola, industria

alimenticia e industria quimica.

1.3 Aplicacion de proteasas en la industria de los detergentes

Un detergente es una sustancia que tiene la propiedad quimica de disolver la
suciedad o las impurezas de un objeto sin corroerlo, reduce la tension
superficial del agua, de manera que las moléculas de agua no se sienten tan

atraidas mutuamente, y pueden penetrar mejor en la superficie a limpiar.


http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
http://es.wikipedia.org/wiki/Fl%C3%BAor
http://es.wikipedia.org/wiki/Serina
http://es.wikipedia.org/wiki/Centro_activo
http://es.wikipedia.org/wiki/Propiedad_qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Corrosi%C3%B3n

Las moléculas del detergente tienen un polo lipofilo, y un polo hidréfilo. La
suciedad que esta adherida a los tejidos mediante particulas oleosas atrae a los
polos lipofilos, y los polos hidréfilos quedan dispuestos hacia fuera y rodeando

la suciedad, de forma que el agua arrastra todo el conjunto [13].

Las temperaturas de lavado cada vez son menores, para proteger los tejidos y
los colores, para ahorrar energia y proteger el ambiente. Por este motivo
durante las ultimas décadas los fabricantes de detergentes se han visto
forzados a modificar severamente la composicidn de sus productos. Han
respondido a estos cambios afiadiendo a sus productos enzimas (mejores a las

actuales), agentes oxidantes y fosfatos para el blanqueado [14].

Los componentes principales de los detergentes actuales son los siguientes.

Tensoactivos o0 surfactantes, son las sustancias detergentes propiamente dichas.

Segun las propiedades quimicas, se clasifican en: a) aniénicos (-): son
soluciones de pH acido y pueden reaccionar con agroquimicos cationicos (+)
precipitandose, b) catiénicos (+): son soluciones de pH &cido y pueden
reaccionar con agroquimicos catiénicos precipitandose, c¢) no idnicos: son
soluciones de pH acido y pueden reaccionar con agroquimicos catidnicos
precipitandose y d) anfoéteros: los surfactantes anféteros tienen dos grupos
funcionales: uno aniénico y otro catiénico. Segun el pH una de las dos
disociaciones domina (aniénico a alto pH, catiénico a bajo pH) cada tipo tiene

propiedades limpiadoras diferentes.



Potenciadores o constructores: retienen el calcio y el magnesio que pueda

haber en el agua, y evitan que la suciedad se vuelva a depositar en el tejido.

Enzimas: rompen las moléculas de las manchas proteinicas (huevo, leche,

sangre), para que el agua se las pueda llevar.

Blanqueadores: dejan la ropa mas blanca y eliminan las manchas mas dificiles.

Abrillantadores Opticos: son sustancias fluorescentes que permanecen en la

ropa después del proceso de blanqueado. Reflejan los rayos ultravioletas del sol,
de manera que la ropa parece mas blanca de lo que es dandole un tono azulado

o verdoso, segun la marca. En la ropa de color, los colores quedan mas vivos.

Perfumes: dan olor a la ropa.

Relleno: no tiene ninguna funcién limpiadora, s6lo se pone para aumentar el
volumen del detergente. Dependiendo de la férmula, puede representar desde un
5% hasta un 45% del total de materia. Los detergentes concentrados no lo

contienen.



Aplicacion de proteasas como aditivos para Detergentes

Las proteasas alcalinas microbianas dominan el mercado de las enzimas en la
industria de los detergentes. Estas proteasas anadidas a los detergentes
ayudan a la liberacién de material proteico de las manchas. Ademas permiten
temperaturas de lavado menores y periodos cortos de agitacidon, después del

periodo de enjuagado [15].

Idealmente las proteasas y otras enzimas usadas en detergentes deben tener
alta actividad y estabilidad en un amplio rango de pH y temperatura. Estas
enzimas deben ser efectivas a bajos niveles de concentracién en el detergente
(0.04%-0.08%) y ser compatibles con la mayoria de los compuestos en los
detergentes como los agentes oxidantes y secuestrantes idnicos [16,17].
También deben tener una buena vida de anaquel; es decir que tengan actividad

aun pasado un tiempo de almacenamiento prolongado.

Una proteasa con posible uso como aditivo para detergentes proveniente de
Bacillus circulans encontrada por Venugopal en el 2007, mostro estabilidad ante
la presencia de SDS, Triton X-100 y H202[18], sin embargo presentd un rango
de temperatura reducido (35-55°C), con un 6ptimo de actividad enzimatica de

40°C y estabilidad de la enzima hasta los 55°C.

10



Adinarayana y col. en el 2003 obtuvieron una proteasa compatible con algunos
detergentes que aumentaba la capacidad de remocién de manchas de sangre
de los textiles, su peso molecular fue de 15kD, con una temperatura optima de
60°C y un pH éptimo de 10; esta enzima presentd una estabilidad alrededor del

100% a 60°C, hasta por 350 minutos de incubacién, era activada altamente por

+2 +2 +2
metales como Ca ,Mg y Mn [19]. La figura 2 muestra la eficacia de esta
proteasa que en conjunto con un detergente comercial eliminaron

completamente las manchas de sangre.

Fig. 2. Eficacia en lavado de la proteasa alcalina de B. subtilis PE-11 en presencia
del detergente (Wheel)®. (A) tela manchada de sangre; (B) tela manchada de
sangre tratada con detergente soélo, y (C) tela manchada de sangre tratada con
detergente y enzimas [19].

Otra aplicacion es en las soluciones para limpiar los lentes de contacto, aunque
la estabilidad necesaria para lograr un buen desempefno de estas soluciones
no es la misma que la requerida en un detergente para lavado de ropa. Esto se
debe a que la temperatura a la que se empleara no es mayor a 40°C, ni es
necesario que permanezcan activas en presencia de tensoactivos, pH 9 o

superior [9].

11



Recientemente se ha incrementado el interés en el uso de proteasas alcalinas
en detergentes para utensilios de comida; como cocteles de proteasas y lipasas

que ayuden a degradar y solubilizar las proteinas [9].

Nadeem vy colaboradores reportaron en el 2007 haber obtenido una
serinproteasa de Bacillus lichniformis aislado de suelo, la cual tenia una
temperatura de actividad optima de 60°C y presentaba un pH 6ptimo de 11,

siendo una opcidn viable para el uso en detergentes gracias al pH optimo [8].

Las caracteristicas necesarias para que una enzima sea utilizable en la
industria de los detergentes son: pH alcalino, estable a diferentes temperaturas

y que sea compatible con detergentes comerciales.

Actualmente el mercado de las proteasas se aplica a diferentes detergentes y
entre las principales especies del genero Bacillus productoras de estas enzimas
que actualmente se comercializan estan B. subtilis, B. licheniformis y B.

alkalophilus. (Tabla 1) [20].

12



Tabla 1. Tipos de enzimas utilizadas en la industria de los detergentes [20].

Cepa | Sinénim |
productora _

Alcalasa Novozymes
FNA Genencor
Savinase Novozymes
Purafect Genencor
Kap Kao
Everlase Novozymes
Purefact OxP Genencor
FN4 Genencor
BLAP S Henkel
BLAP X Henkel
Eperase Novozymes
Kannase Novozymes
Properase Genenrcor

B.

licheniformis

. amyloliquefaciens

. clausii

. lentus
. alkalophilus
. clausii

. lentus
. lentus

. lentus

. lentus

. halodurans

. clausii

. alkalphilis PB92

I

N

IP

1P

B.

o

(o9)

[s9)

©

licheniformis

. subtilis

. clausii

. subtilis
. alkalophilus
. clausii

. subtilis
. subtilis

. licheniformis

. licheniformis

. halodurans

. clausii

. alkalophilus

Subtilisina
Carlsberg

Subtilisina
309

Subtilisina
147

1.3.1 Aplicacidn de las proteasas en la industria del curtido de pieles.

La preparacién de las pieles comienza curandolas con sal. Esto puede hacerse
con sal humeda, salando fuertemente las pieles y prensandolas en paquetes
durante unos 30 dias, o bien con salmuera, agitando las pieles en un barfo
salado durante unas 16 horas. Las pieles se mojan luego en agua limpia para
eliminar la sal y en una solucién de cal y agua para ablandar el pelo. La mayoria
del pelo se elimina entonces usando una maquina y quitando los restos a mano
con un cuchillo romo, proceso conocido como labrado. Dependiendo del uso

que vaya a darse al cuero, las pieles pueden tratarse con enzimas para

ablandarlas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Salmuera
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Labrado&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima

Las proteasas alcalinas tienen capacidad de degradar la elastina y queratina,
ofrecen un efectivo biotratamiento del cuero, especialmente en el depilado y

bano de piel para la remocion completa del pelaje [21,22].

Las condiciones alcalinas promueven la inflamaciéon de las raices del pelo
permitiendo su facil extraccion por el ataque subsecuente de las proteasas

sobre la proteina del foliculo.

Zambare y col. en el 2007 obtuvieron de una cepa de Bacillus cereus una
proteasa de uso potencial para la degradacion de pelo animal la cual dejaba
completamente vacios los foliculos teniendo una remociéon completa del pelo de

bufalo en este caso, sin embargo la enzima era estable solo hasta 35°C [23].

A pesar de las fuertes condiciones alcalinas de este proceso, es menos
agresivo aparte de ser mas seguro que los métodos tradicionales en los que se
usan sulfuro de sodio y otros acidos organicos, que contaminan los efluentes de
la industria, produciendo un alza considerable en el pH del agua asi como
efectos toxicos para la salud. Ya que el cuero queda practicamente intacto y

aumenta su valor comercial [9].
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El bafo seguido del proceso de depilado involucra la degradacidn de elastina y
queratina, provocando la remocion de pelo y el desdoblamiento del colageno
lograndose la obtencion de un cuero suave de buena calidad utilizado

principalmente en la confeccion de prendas de vestir [24].

En el 2007 Sharmin y Rahman obtuvieron una metaloproteasa de una cepa de
Bacillus, la cual tenia un pH y temperatura éptimos de actividad de 8.5 y 60°C
respectivamente, esta proteasa tiene gran potencial en la remocién de pelo.

Como se puede observar en la fig.3 [25].

a
Fig.3 Efecto de la proteasa en el curtido de piel a) Piel sin
tratamiento enzimatico, b) Piel con tratamiento enzimético.

1.3.2 Aplicaciéon de las proteasas para la recuperacion de plata de placas

radioldgicas.

Las proteasas alcalinas son utilizadas en el bioprocesamiento de las placas de
rayos X para la recuperacibn de plata. Estas placas contienen
aproximadamente el 1.5 a 2% (en peso) de plata en sus capas de gelatina. La

practica convencional de la recuperacion de plata al quemar las placas causa
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un problema de contaminacién ambiental. La hidrélisis enzimatica de las capas
de gelatina permite la recuperacion de la plata asi como el reciclado de la base

de poliéster de la placa [26].

Fujiwara y col. en el 1991 encontraron que las enzimas producidas por las
cepas de Bacillus B21-2 y Bacillus sp. B18 cepas descubiertas en los anos
1989 y 1991 respectivamente, eran capaces de degradar la capa de gelatina
presentes en las placas de rayos X a un pH de 10 en un tiempo de 2 min con

una concentracion de enzima de 1000 U/ml [26][27].

Por otra parte Gajiu reporté en 1996 una proteasa producida por B. coagulans
PB-77 con un pH éptimo de 9 utilizada en la recuperacion de la plata una vez

hidrolizada la placa de rayos X [28].

1.4 Uso de las proteasas en terapia médica

La elastasa es una proteasa con alta actividad proteolitica que se obtiene a

partir de Bacillus subtilis 316M. Esta enzima fue inmovilizada en una venda para

su uso terapéutico en el tratamiento de quemaduras, heridas purulentas,

carbuncos y abscesos profundos [9].
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Kim y col. en el 1996 reportaron una proteasa con actividad fibrinolitica ha sido

usada como agente trombolitico, y puede ser administrada por via oral [29].

1.4.1 Uso de las proteasas en el tratamiento de desechos de la industria

agropecuaria (avicola y ganadera).

Las proteasas alcalinas son utilizadas para la hidrolisis de desechos de los
procesos de la industria avicola y ganadera, asi como desechos de actividades

del hogar por su capacidad para degradar cabello y grasas.

Las plumas constituyen aproximadamente el 5% del peso corporal de las aves
de corral y se pueden considerar una fuente de alto valor proteico para la
alimentacion animal, siempre que su estructura rigida de queratina sea

completamente destruida.

Se han reportado enzimas de Bacillus subtilis utilizables en el procesamiento de
las plumas desechadas en los mataderos de aves de corral [31]. El tratamiento
previo con NaOH, la desintegracion mecanica y la hidrélisis con este tipo de
enzimas dan lugar a la solubilizacion total de proteinas. El producto final es un

polvo pesado, grisaceo, con un alto contenido de proteina [32](fig.4).
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Fig.4 Harina de Plumas
Hidrolizadas [33].

En el 2008 Ghosh y col. encontraron una proteasa de Bacillus cereus, con
actividad para degradar queratina utilizable en el tratamiento de las plumas de
aves con su posterior aplicacion de los productos degradados para la

elaboracién de forraje [34].

Del mismo modo muchas otras proteasas alcalinas son usadas actualmente en
la tecnologia de procesamiento de forrajes, para la alimentacion de ganado,
productos cosméticos, para eliminar el vello de las tuberias de las baferas que
causan malos olores en las casas y para degradar materiales de queratina en

basura doméstica [35].

Dias y col. en el 2008 reportaron el uso de suero de queso en un medio de
cultivo como inductor para la produccién de proteasa de Bacillus. Este suero de
queso proviene como desecho de la industria alimenticia por lo que resulta un
medio sumamente barato y de alto rendimiento para la produccién de proteasa

ademas proporciona un area de oportunidad en la investigacion como un nuevo
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método para investigacion en la optimizacion del crecimiento de especies de

Bacillus y la produccion de enzima [36].

Wan y colaboradores en el 2008 hicieron un estudio sobre una proteasa con
posibilidad de uso en la remocién de pelo, probaron diferentes proteinas y
evaluando la capacidad de ésta encontraron que la termoestabilidad dependia
esencialmente de los iones metalicos y de Ca* especificamente. Los iones
ayudan a mantener la estabilidad de la proteasa por un tiempo mayor al
habitual, para un funcionamiento prolongado a una temperatura superior a la

Optima [37].

Manachini y Fortina en 1998 encontraron que al preparar el medio de
fermentacién para evaluar la actividad enzimatica, incorporando agua de mar en
su composicién se observaba un incremento en la actividad proteolitica de
hasta un 150% con respecto al medio de fermentacidon que utilizaba agua
destilada. Esta proteasa era producida por una cepa de B. licheniformis con pH

y temperatura 6ptimos de 9 y 70°C respectivamente [38].

Zaliha y colaboradores en el 2007 estudiaron 5 cepas de Bacillus pumilus
tolerantes a solventes organicos, benceno, tolueno, etilbenceno, xyleno (BTEX)
y encontraron que la proteasa mas resistente soporto hasta un 25% v/v de
benceno y tolueno, hasta la fecha es el Unico reporte que se tiene sobre una

proteasa tolerante a solventes organicos de B. pumilus [39].
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CAPITULO 2

HIPOTESIS y JUSTIFICACION

2.1 Hipétesis

Las cepas de Bacillus sp. aisladas de suelo producen proteasas de interés
industrial con caracteristicas de actividad para ser aplicadas en la industria de

los detergentes.
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2.2 Justificacion

La demanda de productos amigables con el ambiente y que cumplan los
estrictos requerimientos de diversos procesos, como los de lavado, ha llevado a
muchos investigadores a dedicar tiempo y recursos en la busqueda de enzimas
proteoliticas que satisfagan tanto las necesidades del mercado de los
detergentes como que se den cumplimiento a las diferentes normas

ambientales.

Las proteasas producidas por Bacillus han demostrado ser, desde hace afos
una herramienta biotecnoldgica util, no solo para mejorar la eficacia de los
detergentes, sino también han sido utilizadas ampliamente en otro tipo de

industrias, alcanzando y/o superando los métodos tradicionales.

Por lo anterior, existe una necesidad de enzimas nuevas con propiedades de

tolerancia mayores a las actuales que se puedan acoplar a las condiciones

extremas de los procesos industriales.
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Por esto se deben de estudiar nuevas especies del genero Bacillus productoras
de proteasas para una evaluacién de estas y compararlas con las enzimas
utilizadas hasta ahora, la demanda tan grande de las industrias (detergentes,
textil, médica) hace que sea econdmicamente atractivo el uso de proteasas con

mejor estabilidad que las actuales.

La busqueda de enzimas que puedan ser activas en un amplio rango tanto de
pH como de temperatura sigue siendo un area importante de investigacién, para
la solucibn a estos problemas que se presentan en la industria de los

detergentes principalmente.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Aislar una cepa del genero Bacillus y estudiar una proteasa proveniente de

esta.

3.2 Objetivos Especificos

1. Aislar cepas de Bacillus sp. productoras de proteasas.

2. Seleccionar las cepas de Bacillus con mayor capacidad productora de
proteasas.

3. Determinar el pH y temperatura de actividad 6ptimo de las proteasas en
estudio.

4. Realizar un estudio del efecto del SDS en la actividad enzimatica de las

proteasas en estudio.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Recoleccion de muestras.

Para el aislamiento de las cepas bacterianas, se procedié a tomar 3 muestras
de suelo de un éarea agricola, para lo cual se limpié el area superficial y se
procedié a colectar 250 g de suelo aproximadamente y se colocaron en una
bolsa de plastico, se sellaron y etiquetaron para posteriormente ser trasladadas
al laboratorio para su procesamiento. Las muestras fueron almacenadas a
temperatura ambiente (22°C) y utilizadas para la busqueda de las cepas de

Bacillus.

4.2 Aislamiento de las cepas de Bacillus.

Aislamiento de las cepas bacterianas productoras de proteasas.

Bajo condiciones de esterilidad se pesaron 2g de suelo y con ayuda de una
espatula de acero inoxidable fueron colocados en un tubo de ensayo que
contenia 10 mL. de medio de cultivo infusibn cerebro corazén (ICC)
previamente esterilizado. Posteriormente, los tubos fueron colocados en bafo

de agua a 80°C por 15 minutos para eliminar bacterias y facilitar el aislamiento

24



del género Bacillus. Inmediatamente después se tomo 1mL del sobrenadante
de la dilucién y se inoculé en placas de Agar ICC bajo condiciones de asepsia,

por el método de dispersion utilizando una espatula de Dryglasky.

Las placas se incubaron por 48 h a 37C; transcurrido este tiempo se
observaron las caracteristicas de las colonias obtenidas, y de aquellas que
presentaron morfologia propia del género Bacillus, se realizé tincion Gram para
observar sus caracteristicas. De las colonias que presentaron caracteristicas
morfolégicas tanto macroscopicas como microscépicas de Bacillus, se procedio
a realizar una transferencia a placas Petri que contenian 15 mL de Agar ICC

realizando siembras por estria cruzada para la obtencion de cultivos puros.

Se realizaron subcultivos en tubos con agar ICC inclinado en tanto se lograba

su caracterizacion bioquimica.

4.3 Caracterizacion Bioquimica de las cepas aisladas.

A cada uno de los cultivos puros obtenidos, se les realiz6 la tincion Gram, asi

como las pruebas bioquimicas de produccion de amilasa y gelatinasa,

reportadas como positivas para bacterias del género Bacillus en el manual

Bergey 22 edicion.
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Para llevar a cabo la prueba de la gelatinasa, se prepararon tubos conteniendo
5mL de gelatina nutritiva. Los tubos se inocularon por puncién y posteriormente
se incubaron a 37°C por 48 h. Después se colocaron a 4°C por 30 min. para

verificar presencia 0 no de licuefaccion de la gelatina.

La evaluacion de la producciéon de amilasa, es una prueba caracteristica, la
cual viene referenciada en el manual Bergey's para la identificacién de
microorganismos del género Bacillus. Para determinar si el microorganismo
produce esta enzima, se inoculdé por estria en una placa conteniendo agar
almidén, y después de 48 h de incubacion a 37°C se adicionaron 5 mL de yodo,
para determinar la presencia del complejo almidon-yodo, al visualizar una
coloracién morada revela la ausencia de la enzima amilasa, mientras donde no

hay coloracion existe la presencia de la enzima amilasa.

4.4 Conservacion de las cepas aisladas.

Los cultivos aislados que presentaron las caracteristicas tanto morfol6gicas
como bioquimicas correspondientes al género Bacillus se transfirieron a medio
liquido de ICC y se incubaron a 37°C por 48 h. Posteriormente se tom6 1 mL
del cultivo liquido de cada una de las cepas obtenidas y se coloc6 en tubos de
ensaye conteniendo 1mL de glicerol al 30% para su almacenamiento y

conservacion a -20°C, hasta sus posteriores analisis.
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4.5 Identificacion de las cepas productoras de proteasas.

Para determinar si las cepas aisladas, tenian la capacidad de producir
proteasas, después de su activaciéon, se cultivaron en medio liquido para la
obtencién de un extracto del cultivo y examinar la presencia o no de actividad

proteolitica, en dicho extracto.

Finalmente, de las cepas que demostraron producir enzimas proteoliticas, se
selecciond una, con la finalidad de realizar los ensayos correspondientes a
evaluacién del efecto de pH y temperatura sobre su actividad enzimatica. Lo
anterior, debido a que el objetivo del presente estudio fue encontrar una cepa

productora de enzimas de importancia en la industria de los detergentes.

4.5.1. Activacion de las cepas

Para su activacion, las cepas se descongelaron, dejandolas a temperatura

ambiente (22°C) por 24 h, se transfirieron a un matraz Erlenmeyer de 125 mL

conteniendo 25 mL del medio de cultivo soya tripticaseina y se incubaron por

24 h a 37°C, con agitacién a una velocidad de 150 rpm.
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4.5.2 Obtencion de los extractos proteoliticos (EP).

Una vez que se logré la activacién de cada una de las 17 cepas aisladas, se
transfirieron 2.5 mL del cultivo de activacién a otro matraz Erlenmeyer de 125
mL conteniendo 225 mL de caldo soya tripticaseina y se llevd a incubar por 48

h a 37°C con agitacién, a una velocidad de 150 rpm.

Al término de la fermentacién se tomaron, bajo condiciones de esterilidad, 20
mL de cada matraz, y se centrifugaron a 3500 rpm por 15 min. El sobrenadante
(extracto proteolitico) fue utilizado para el andlisis de deteccién de actividad

proteolitica.

4.5.3 Analisis de deteccidn de actividad proteolitica.

Para determinar la presencia de actividad proteolitica de las cepas aisladas, se
realizaron analisis de los extractos proteoliticos (EP), de las cepas en estudio,
utilizando la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE,
evaluando todas las cepas aisladas a pH7 y 22°C, para lo cual se procedié a
colocar 5uL de cada uno de los extractos en geles de poliacrilamida SDS-
PAGE con una concentracién de 10% de poliacrilamida y 1% de gelatina.
Después de terminada la electroforesis, se realizaron tres lavados al gel, dos
con Triton X-100 al 1%, por 30 min. y el tercero con el buffer respectivo del pH
de prueba (pH 10) por un tiempo de 60 min. a la temperatura de prueba (22°C,

40°C, 60°C u 80°C), respectivamente para la eliminacion del SDS.
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El fundamento de dicha técnica, se basa en la capacidad de la gelatina de co-
polimerizarse con la acrilamida, formando un gel el cual posteriormente se tifie
de azul al agregar azul de Coomassie. Las proteasas presentes en el extracto,
al pasar por el gel hidrolizaran la gelatina rompiendo el copolimero y evitando la
tincién en la regién hidrolizada, en base a la presencia y cantidad de proteasa

presente en el EP analizado sera el nUmero y ancho de bandas.

Las cepas seleccionadas para los estudios posteriores, fueron las que

presentaron mayor numero e intensidad de bandas proteoliticas.

4.6 Evaluacion del efecto del pH y temperatura en la actividad proteolitica

de las cepas seleccionadas.

Para conocer el efecto del pH y la temperatura en la actividad proteolitica de
las cepas que presentaron el mayor niumero y/o intensidad de bandas en los
geles correspondientes al ensayo de actividad proteolitica, se procedié a
realizar los analisis de los extractos proteoliticos (EP) de éstas, siguiendo la

metodologia descrita previamente.

4.7 Cinética de crecimiento de la cepa seleccionada

Se realizd una curva de crecimiento de la cepa seleccionada, cultivandola en
matraz Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de caldo nutritivo, a 37°C y
150 rpm tomando muestra cada 2h durante las primeras 12 h, y cada 6 h hasta

el término de la incubacién, midiendo absorbancia a una A de 600 nm.
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4.8 Evaluacion de la Actividad Proteolitica

Para medir la actividad proteolitica de las cepas seleccionadas se utilizé el
protocolo de Sigma modificado en lo que se refiere a volumen usado. Dicho
método consiste en utilizar caseina como sustrato para la enzima, que sera
hidrolizada por la proteasa para después ser cuantificada por analisis
colorimétrico con el reactivo Folin & Ciocalteu, y se procedié como se describe

a continuacion.

Del cultivo de fermentacién de la cepa seleccionada, previamente centrifugado
a 3500 rpm por 15 min., se tomé 1 mL del sobrenadante y se anadié Buffer de
fosfatos 50 mM con caseina como sustrato 0.65%, se mezclé con ayuda de un
vortex. Se utilizaron soluciones buffer 50 mM a pH 8, éstos tubos fueron
incubados a diferentes temperaturas a 30°C, 40°C, 50°C y 60°C. Para detener
la reaccion de la hidrélisis de la caseina se anadieron 2 mL de acido

tricloroacético 110 mM y posteriormente se incubaron a 37°C por 30 min.

Finalizado el tiempo de incubacién se centrifugaron los tubos a 3000 rpm por
20 min. para precipitar caseina no hidrolizada, posteriormente se tomé 1 mL
del sobrenadante y se colocé en un tubo de ensaye el cual contenia 2 mL de
NaCO3; 500 mM, inmediatamente después se agregd reactivo Folin & Ciocalteu
1:5 v/v, los tubos fueron agitados manualmente y posteriormente fueron

incubados a 37°C por 30 min. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Al término de la incubacion se procedié a leer a una longitud de onda de
660nm. La actividad enzimatica fue reportada como unidades de proteasa/ml
donde una unidad de proteasa es definida como la cantidad de enzima
requerida para la liberacién de 1 mmol de tirosina por mL por minuto bajo las

condiciones estandar del ensayo.

Previamente se realizé una curva estandar del ensayo de acuerdo al protocolo

de Sigma [40]

4.9 Ensayo de Actividad Hemolitica

Para esta determinacion, se seleccion6é la cepa 5304. Para conocer la
capacidad hemolitica de la proteasa en estudio se evalué su potencial como
aditivo de detergente i6nico (SDS) y la capacidad de remocion de sangre
impregnada en trozos de tela de algodén. Para lo cual se cortaron 11 pedazos
de tela 100% de algodon de 4x4cm. Se depositaron 100 uL de sangre fresca

humana en el centro y se dej6 secar a temperatura ambiente por 4hr.

Posteriormente se colocé cada trozo en una caja Petri, conteniendo 15mL del
detergente SDS a diferentes concentraciones 1%, 5%, 10%, 15% y 20%.
Después se agregaron 2 mL del EP de la cepa 5304 y se incub6 a 40°C por
24h para después lavarse con H20 corriente por 2min y se procedié a realizar

observaciones.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento de cepas de Bacillus sp.

Se lograron aislar 17 cepas de Bacillus sp. que mostraron una morfologia
macroscoépica propia de lo reportado para el género. Se pudieron observar
colonias medianas y grandes, de color crema, borde irregular, aspecto ceroso.
En la figura 5 (a,b y c) se observa la morfologia de cultivos puros crecidos en

agar ICC a 37°C después de 48hr de incubacion.

Fig. 5(a) Morfologia macroscopica Fig. 5(b) Morfologia macroscépica
de una de una cepa aislada. de una cepa aislada.
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Fig. 5(c) Morfologia macroscopica de
una cepa aislada.

Dicha morfologia es semejante a la reportada por [4][7][9] para cepas de
Bacillus.

5.2 Caracterizacion Morfoldgica y Bioquimica de las cepas aisladas.

Se analizaron las caracteristicas morfolégicas y tintoriales de las cepas
aisladas. Todas las cepas aisladas fueron analizadas bioquimicamente para la
identificacién del género y se confirmd que las 17 cepas corresponden a
bacilos Gram (+) como se muestra en la Fig.6. Todas las cepas resultaron
amilasa positivos, (el medio tefiido con Lugol queda de color morado, al haber
hidrolisis del almidén dejara un halo claro alrededor de donde este sembrada
nuestra cepa) Fig.7. Gelatinasa positivos, (sembradas las cepas en tubos con
agar gelatina, si existe licuefaccién después de refrigerar el tubo con la bacteria

en previo crecimiento este sera positivo) Fig.8. Formadores de esporas.

33



Figura 6. Morfologia microscopica
de una de las cepas aisladas (Tincién
Gram).

Fig. 7. Cepa 4201 en Agar Almidon
después de 24hr a 37°C impregnada
con sol. de Lugol f

Fig.8. Prueba de Gelatinasa
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5.3 Identificacion de las cepas productoras de proteasas.

La técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida es una herramienta Util
para el analisis de la actividad proteolitica y la identificacion de cepas
productoras de enzimas con esta propiedad. En los geles se pudieron apreciar
diversas caracteristicas de las enzimas proteoliticas de las cepas aisladas,

como tamano, intensidad y ubicacién de las bandas.

La mayoria de las cepas aisladas mostraron actividad proteolitica como se
esperaba, debido a que existe gran cantidad de reportes correspondientes a
proteasas del genero Bacillus. Como se puede apreciar en las Fig. 9 y 10 la
presencia de enzimas proteoliticas se manifiesta como bandas transparentes en
el gel, debido a la hidrdlisis de la gelatina con la que esta copolimerizada y que,
una vez tefiido, las partes que carezcan de hidrélisis por las enzimas

permaneceran azules.

En la figura 9 se observa que las enzimas de los carriles 3 y 7 presentan
bandas de mayor grosor en comparacién del resto lo que indica mayor
produccion de enzima por esa cepa. Mientras que en el carril 6 y 8 se aprecian
gran numero de bandas a diferentes alturas del gel, lo que indica enzimas de

diferente peso molecular.
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Las cepas 6302, 5203, 4204, 6306 y 4301 no presentaron actividad proteolitica
enzimatica (Fig.10). La cepa 4201 presento enzimas con actividad proteolitica.

Del total de cepas aisladas, 12 mostraron actividad proteolitica a pH 7 y 23°C

Fig. 9 Deteccion de la actividad proteolitica de las cepas en estudio,

mediante geles de poliacrilamida con gelatina.
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Cepa

9 5205
104304
116302

T

135203
146305
154204
166306
174301

Fig. 10. Deteccidén de la actividad proteolitica de las cepas en estudio, mediante
geles de poliacrilamida con gelatina.

5.4 Evaluacion del efecto del pH en la actividad de proteasas de las
cepas aisladas.

Para conocer el efecto del pH, en las actividades de las enzimas producidas por
las cepas, se seleccionaron de las 17 en base a la cantidad y calidad de las
bandas presentadas previamente en los ensayos de deteccion de actividad

enzimatica las cepas (5203, 6301, 4202, 4205, 4201, 5202, 5304 y 6304).

Se observé que las cepas 5304, 4201 y 6304 fueron las que presentaron

mayor actividad a pH 7 (temperatura ambiente) (Fig. 11), debido a la presencia

de mayor numero de bandas transparentes en el gel.
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En la figura 12 se puede apreciar que estas mismas cepas, después de probar
los extractos proteoliticos de las 8 cepas previamente seleccionadas a pH 10 y
23°C, se observd que las cepas con mayor actividad a pH 7 fueron las que
presentaron la mayor actividad a pH 10. Podemos deducir que las proteasas
son alcalinas ya que su actividad se ve reflejada en la intensidad de la banda

transparente y esta es mayor a pH 10 (Fig.12).

Debido a que se encontr6 mayor actividad proteolitica a pH 10, se evalué el
efecto de tres temperaturas (40°C, 60°C y 80°C) en las actividades proteoliticas
de las 6 cepas seleccionadas, a este pH. Se seleccionaron 6 cepas la 6301,

5304, 4201, 6304, 5202 y 5203.

En la industria el uso de proteasas que soporten altos valores de pH es muy
importante ya que la mayoria de los procesos de limpieza son a condiciones
extremas, por lo que se requieren enzimas que presenten buena actividad a
estos pH asi como un tiempo de vida lo suficientemente prolongado para

disminuir la cantidad de proteasa utilizada [42].
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6304
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Fig. 11 Actividad proteolitica a pH 7, T 23°C de las
cepas aisladas.

1 vacio

2 5203
3 6301
4 4202
5 4205
6 4201 |
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Fig. 12 Actividad proteolitica a pH 10, T 23°C de las
cepas aisladas.
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5.4.1 Evaluacion del efecto de la temperatura en la actividad de

proteasas de las cepas aisladas.

Se seleccionaron las cepas que presentaron mayor actividad en pH 10 para

evaluar el efecto de la temperatura en la actividad de las proteasas.

En la figura 13 se observaron las bandas de las cepas que mostraron actividad
a 40°C, fueron las correspondientes a los carriles 1, 2, 4 y 5, es decir la 6301, la
5304, la 4201 y la 6304. Siendo la cepa 5202 la de menor actividad. Mientras
que en el carril 6, correspondiente a la cepa 5203 no se aprecié actividad

proteolitica.

La temperatura es un factor importante que afecta la actividad de las proteasas,
debido a que provoca hidrélisis en los enlaces y la consecuente
desnaturalizacibn de la proteina. Se han reportado cepas de Bacillus

resistentes a 40°C y 60°C en pH10, [20, 44]
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Fig. 13.- Resistencia enzimatica de las cepas en
estudio a 40°C

En la prueba realizada a 40°C, se encontrd que las cepas en estudio mostraron
diferentes grados de resistencia, siendo las cepas 5304 y 5302, las que
mostraron mayor actividad, seguidas por la 6301, 4201 y 6304,

respectivamente. La cepa 5203 fue la mas afectada por esta temperatura.

A temperatura de 60°C (fig.14) la cepa 5304 presenta un mayor numero de
bandas a comparacién de las demas cepas, la cepa 5202 presenta el segundo
mayor numero de bandas sin embargo no son de intensidad fuerte por lo que a
esta temperatura se ve afectada la actividad de la enzima de esta cepa. La
cepa 6304 presenta al igual que la 5202 una baja intensidad en la actividad
pero con un numero menor de bandas proteoliticas. La cepa 4201 presenta un

patrén de bandas similar al de la cepa 6304 con un poco de mejor actividad.
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Fig. 14.- Resistencia enzimatica de las cepas en
estudio a 60°C

En 80°C las cepas 5304 y 4201 presentaron mejor actividad proteolitica ya que
en la cepa 5304 no se pierde ninguna de las bandas que aparecen en las
temperaturas antes evaluadas, las cepas 5202 y 6304 presenta muy poca
actividad a esta temperatura, la cepa 5203 no mostr6é actividad proteolitica a

esta temperatura. (Fig.15).

Existe interés en encontrar proteasas activas a diversas temperaturas, y que
soporten y actien a pH’s alcalinos por el periodo de tiempo que es necesario
en el lavado, asi como una buena actividad y resistencia a altas temperaturas

durante los ciclos de lavado de algunos procesos industriales [44].
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Fig. 15.- Resistencia enzimatica de las cepas en
estudio a 80°C

De las 6 cepas se selecciond la cepa 5304 para continuar el estudio de la
evaluacién de la actividad proteolitica, ya que fue la que mostrd tanto mejor
estabilidad en las tres temperaturas probadas como en la intensidad y nimero

bandas producidas.

5.5 Estudio del crecimiento de la cepa seleccionada de Bacillus sp.

En la fig.16 se observa la curva de crecimiento para nuestra cepa seleccionada,
alcanzando el maximo de crecimiento a las 24h de incubacion en caldo nutritivo

a 37°C con una agitacion de 150rpm. La fase exponencial termina a las 8hr de
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incubacion dando comienzo a la fase estacionaria que se prolonga hasta las

24h para después comenzar la fase de muerte.

1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbancia a 600nm.

0 2 4 6 8 10 12 18 24 30 36 48
Tiempo hr.

Fig. 16.- Curva de crecimiento de la cepa 5304 en caldo nutritivo
a 37°C a 150rpm.

5.6 Evaluacion de la Actividad Proteolitica

Se hicieron los diferentes ensayos experimentales a temperaturas 30°C, 40°C,
50°C y 60°C en pH 8 para identificar la temperatura en la cual se tenia la mayor

actividad enzimatica.

Una vez que se identifico la temperatura en la que se obtuvo un mayor numero

de Unidades de proteasa por mililitro (U/mL) que fue a 40°C, se hizo el ensayo

a esta misma temperatura en pH 9 y 10 para observar si habia un incremento o
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decremento en la cantidad de U/mL por el efecto del pH. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

Se observo un efecto de la temperatura en la actividad proteolitica de los
extractos de la cepa evaluada. a pH 8, encontrandose una mayor actividad a
40°C y 60°C (fig19). Ghorbel y col en el 2003 estudiaron una proteasa en
Bacillus cereus con un O6ptimo de pH igual a la cepa 5304, reporta que en
presencia de 2mM de Ca®* su proteasa aumenta en un 500% de actividad,

haciéndola resistente al aumento de temperatura [45].

A 30°C la actividad fue menor que a otras temperaturas, esta temperatura
afecta el funcionamiento de la proteasa, disminuyendo su actividad, sin
embargo a los 40°C se tiene el maximo de actividad proteolitica, teniendo 3
veces mas U/mL (fig.17). Existen varios estudios (24, 25, 28), donde el 6ptimo
de temperatura para las cepas en estudio en los estudios correspondientes es

de 40°C.

Se observé mayor actividad proteolitica a 60°C, que la presentada a 30°C vy

50°C., lo anterior coincide con lo reportado por Ghorbel y col. para una enzima

producida por B. cereus [45].
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Fig. 17. Actividad Proteolitica de la cepa 5304 en pH 8 a temperaturas
de 30°C a 60°C.

Se pudo observar un efecto del pH en la actividad de las proteasas del bacilo en
estudio, encontrado su mejor actividad a pH 8, seguida del pH 9 y 10(fig.18)

Este 6ptimo de pH coincide con reportes sobre proteasas de Bacillus [44,46].

Al aumentar el pH incubando la proteasa a la mejor temperatura de actividad se
ve un decremento del 45% en la actividad, mientras que para la actividad en pH
10 existe una disminucidn del 48% en la actividad de proteasa. Es decir que si
hay un cambio apreciable al bajar de pH 8 a 9 sin embargo no es igual de
drastico el cambio de pH 9 a 10, lo que nos indica que a pH 10 hay actividad y

tolerancia para el funcionamiento de la proteasa.
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La eficiencia de la enzima en estudio puede aumentar con procesos de
purificado, tanto incrementando su actividad como su tolerancia a rangos de
temperatura y pH mas amplios, ya que se pueden hacer estudios sobre la
optimizacién de fuentes de nitrégeno y carbono para maximizar la cantidad de
proteasa producida por la cepa. De igual forma, diversos investigadores han
publicado estudios del efecto de inductores como iones Ca** y Mg?* para la

bldsqueda del incremento en la actividad proteolitica.

U/ml de proteasa
n

pH

Fig. 18 Efecto del pH en la actividad proteolitica de la
cepa 5304 a 40°C.
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5.7 Ensayo de Actividad Hemolitica

Se observd actividad de remocién de la mancha de sangre, en las telas
probadas con las diferentes soluciones de SDS adicionadas con el extracto de
la cepa en estudio, pudiendo observarse notable efecto de remocion para las

concentraciones mas bajas probadas.

Existe una remocién completa de sangre al utilizar la enzima junto con el
detergente, esto nos indica la actividad proteolitica de nuestra proteasa, asi
como una compatibilidad con detergentes, siendo utilizado SDS, un detergente
ionico fuerte, existe una disminucién en la remociéon de la mancha de sangre
conforme aumenta el porcentaje de SDS (fig.19), esto es por la fuerza i6nica del
detergente, desnaturalizando la proteasa e interfiriendo con la actividad de la

enzima, sin embargo aun al 20% de SDS hay actividad proteolitica.

La enzima en estudio mostro actividad para la remocion de sangre después de
un proceso de lavado de 24h a 40°C. Al término de las 24hr se lavé el trozo de

tela con agua corriente para eliminar el SDS de la tela.

Se pudo observar actividad proteolitica, en presencia de SDS al 20% (fig.20) lo
anterior indica que la enzima pudiera usarse como aditivo en los detergentes,
sin embargo se deben hacer estudios de compatibilidad con detergentes

comerciales.
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Se pudo observar que en el tratamiento con SDS, a diferentes concentraciones
se quedaba una marca de residuos de sangre. Al contrario de los trozos de tela
en los que se anadié la enzima no se observo esta marca de residuos de
sangre, es decir, hubo una protedlisis de la sangre lo cual ayud6 a la

eliminacion completa de la mancha sanguinea.

Arulmani y colaboradores en el 2007 reportaron el empleo de una proteasa de
Bacillus laterosporus utilizada a pH 9 en una temperatura de 60°C por 60 min
como aditivo para diferentes detergentes, variando la actividad proteolitica entre

los detergentes [47].

Ademas, para que una enzima pueda ser propuesta como aditivo en la industria
de los detergentes debe mostrar ser activa a pH alcalino y temperaturas entre
los 35°C hasta 80°C [42, 48]. Por lo anterior y como se pudo observar el EP en
estudio cumple las caracteristicas de pH y temperatura de actividad necesarias

para ser aplicada en esta industria.
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Efecto del SDS en la capacidad de remocion de sangre, del extracto proteico de
la cepa en estudio.

b)

= S

Fig.19 Muestras de sangre sin tratamiento a diferentes porcentajes de SDS a),
c) y e). Muestras de sangre después del tratamiento con EP b), d) y f).

Ay D: Antes y después de lavar. (Tratamientos sin EP)
A*y D*: Antes y después de lavar. (Tratamientos con EP)

a) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 1%.
b) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 1% con EP.

c) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 5%.
d) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 5% con EP

e) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 10%
f) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 10% con EP.
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Fig.20 Muestras de sangre sin tratamiento a diferentes porcentajes de SDS g) y
i). Muestras de sangre después del tratamiento con EP h) y j).

g) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 15%
h) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 15% con EP

i) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 20%.
j) Muestras de tela sometidas a tratamiento con SDS al 20% con EP.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

1. De las 17 cepas de Bacillus aisladas del suelo, el 80% presento actividad

proteolitica.

2. Las proteasas producidas por las cepas en estudio mostraron actividad

en un rango de pHde 7a 10y en un rango de T de 30°C a 80°C.

3. Las cepas seleccionadas de Bacillus muestran actividad proteolitica en

presencia de SDS.

4. La cepa 5304 tiene una temperatura 6ptima de actividad proteolitica a

40°C.
5. El pH 6ptimo para la actividad de la proteasa estudiada, fue de 8.

6. La proteasa producida por la cepa de estudio, mostré6 actividad
hemolitica, con uso potencial en la industria de los detergentes, debido a
su compatibilidad con un detergente iénico fuerte y tolerancia a pH 10 y

temperatura de 80°C.
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6.2 Recomendaciones

1. Realizar un estudio para la optimizacién de la produccion de enzimas
proteoliticas, evaluando diferentes fuentes de carbono y nitrégeno para

optimizar la cantidad de proteasa producida.

2. Examinar la influencia de iones metalicos en la estabilidad de la proteasa

en diferentes temperaturas y distintos pH asi como inhibidores de ésta.

3. Estudiar la compatibilidad de la enzima con diferentes detergentes,

agentes surfactantes y oxidantes.

4. Hacer un estudio sobre la actividad de la enzima para un posible uso en

la industria de las tenerias.
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