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Se evalud la estabilidad frente a pH y temperatura de proteasas producidas por tres cepas del género Bacillus aisladas
de sedimento marino del balneario de Huanchaco, Trujillo, Peru. La seleccion primaria de bacterias productoras de
proteasas se realiz6 por siembra en placas con agar Caseina Almidén y agar leche al 1%, seleccionandose tres cepas
con halo de hidrdlisis mayor o igual a 3 mm. Las bacterias fueron identificadas como Baci/lus spp, usando el sistema
APl 50 CHB y VITEK 2. La produccién de proteasas se realizé en medio liquido suplementado con caseina, en un
biorreactor de tanque aireado y agitado. Las enzimas se extrajeron por filtracion y centrifugaciéon a 10 000 rpm a 4°C
durante 15 minutos. El filtrado se precipité con sulfato de amonioy se centrifugd a 10 000 rpm durante 15 min., el pellet
se disolvié en 0,1 M de fosfato tampén, pH 7 y se dializ6 durante 16 horas. Para evaluar la estabilidad al pH, se
emplearon tampones de citrato (pH 5), fosfato 0,1 M (pH 7), y Tris 0,1 M (pH 9). La actividad de la proteasa se midi6 por
espectrofotometria a 440 nm., utilizando caseina 1% como sustrato. Las proteinas residuales se determinaron por la
técnica de Biuret, y se calcul6 la cantidad de proteina hidrolizada en mg/mL. Se sigui6 el mismo procedimiento para
evaluar la estabilidad de las proteasas a la temperatura, incubando la mezcla enzima sustrato en el rango de
temperaturas de 20 a 60°C. Para el analisis de datos, se aplicé la prueba de ANOVA y comparaciones multiples HSD
Turkey para alfa = 0,05. Se observo que la proteasa producida por la cepa de Baci/lus spp M1B-PB, es estable a pH 5, 7
y 9y en el rango de temperatura de 30 a 60°C. Las proteasas producidas por la cepa M1A-PA son establesapH 7y 9y
en el rango de temperatura de 40 a 60°C. Las proteasas producidas por la cepa M1B-PA no son estables a los cambios
de pH, pero presentan estabilidad en el rango de temperatura de 40 a 60°C.
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1. INTRODUCCION

Se proyecta que el mercado mundial de enzimas crecerd de $5.01 mil millones en 2016 a $ 6.32 mil millones
en 2021 (Chapman et al., 2018). El mercado de enzimas industriales se valoré en mas de USD 6300 millones
en 2020y se proyecta que el mercado registre una tasa compuesta anual de mas del 6% durante el periodo
de prondéstico (2021-2026). Ademas, el procesamiento de alimentos domina el mercado de las enzimas
industriales con una participaciéon total de mas del 35%. Este es el segmento de aplicaciones de mas rapido
crecimiento, apoyado principalmente por la poblacién mundial en constante crecimiento y su creciente
poder adquisitivo. La conciencia sobre la salud también es un factor para la creciente demanda de calidad
alimentaria, procesamiento productivo mas seguro y valor nutricional mejorado (Mordor intelligence, 2020).

Las proteasas constituyen uno de los grupos mas grandes de enzimas hidroliticas y representan
aproximadamente el 65% de las enzimas industriales mas vendidas a nivel mundial (Ibrahim et al., 2015;
Jisha et al., 2013), estas enzimas catalizan la hidrolisis de proteinas por ruptura de los enlaces peptidicos
entre los residuos de aminoacidos de otras proteinas (lbrahim et al., 2015). Entre todas las enzimas, las
proteasas ocupan un lugar muy importante, pues fueron las primeras en ser producidas a granel (Cui et al.,
2015). Las fuentes de proteasas son diversas, éstas son producidas por plantas, animales y
microorganismos, siendo las proteasas bacterianas las que han sido mas explotadas con fines comerciales
(Haddar et al., 2010; Wang et al., 2012).

Las proteasas microbianas constituyen aproximadamente el 40% de la produccion mundial de enzimas
(Ibrahim et al., 2015). Se prefiere la producciéon de proteasas microbianas debido a su naturaleza
extracelular (Hakim et al., 2018), bajo costo de produccién, y a que son relativamente mas estables y activas
que las proteasas animales y vegetales (Bhandari et al., 2021; Cui et al., 2015). En el mercado de las enzimas,
se han reportado mas de 3000 enzimas microbianas extracelulares diferentes (Cui et al., 2015).
Dependiendo de la especie o de la cepa, los microorganismos producen una variedad de proteasas, entre
las que se encuentran las proteasas neutras y alcalinas, que tienen un potencial de aplicacion excelente en
la industria de detergentes y curtido de cuero (Jisha et al.,, 2013). Las enzimas microbianas son
biocatalizadores que pueden ser utilizados como una alternativa en los procesos quimicos industriales
(Sirvas et al., 2021), ya que en la actualidad existe una tendencia a desarrollar tecnologias limpias para
proteger el ambiente.

En funcidn de la posicion de escision de los enlaces peptidicos, las proteasas se clasifican en exopeptidasas
(aminopeptidasas y carboxipeptidasas) y endopeptidasas (serina, cisteina, aspartica, metalo, treonina,
endopeptidasas glutamicas y péptido liasas de asparagina). De acuerdo al pH, las proteasas pueden ser
alcalinas, neutras y acidas. Entre ellas, las proteasas alcalinas son muy importantes en la industrias ya que
tienen la capacidad de soportar condiciones de pH mas altas (Saggu y Mishra, 2017).

Las serin proteasas alcalinas constituyen el grupo mas dominante de enzimas producidas por bacterias,
mohos y levaduras (Jisha et al., 2013). Las proteasas alcalinas con alta actividad y estabilidad en un amplio
rango alcalino, tienen varias aplicaciones en biotecnologia y bioingenieria. Sin embargo, su aplicacion
principal estd en la industria de detergentes, lo que representa aproximadamente el 30% del total de la
produccién de enzimas. Ademas, tienen otras aplicaciones entre las que se incluyen en la industria del
cuero, farmacéutica (Saggu y Mishra, 2017), procesamiento de proteinas, alimentos como quesos, bebidas
y panaderia, reactivos de diagndstico, sintesis de péptidos, recuperacién de plata de las placas de
radiografias (Coker, 2016; Ibrahim et al., 2015) y en varios procesos de biorremediacion (Bhandari et al.,
2021; Cui et al., 2015; Hakim et al., 2018; Jisha et al., 2013).

Estas enzimas también pueden utilizarse para resolver problemas ambientales reduciendo el impacto
causado por los residuos generados en algunas actividades de la industria acuicola como la produccién de
camarones, que si bien es cierto provee de una proteina muy rica para el consumo humano, las granjas
camaroneras también generan una gran cantidad de residuos de caparazén, que pueden representar hasta
el 48 - 56% del peso crudo del camardn, que si no se dispone correctamente podria generar un problema
de contaminacién. El empleo de enzimas microbianas especificas para manejar este problema podria ser
un interesante logro muy amigable para el ambiente (Sirvas et al., 2021).
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Existe una amplia gama de microorganismos productores de proteasas entre los que se incluyen bacterias,
mohos y levaduras; sin embargo, se prefiere trabajar con bacterias porque presentan una extensa
diversidad bioquimica, crecen rapidamente, necesitan menos espacio, los cultivos pueden mantenerse
facilmente y son mas accesibles a manipulaciones genéticas. Las especies de bacterias importantes para la
produccion de proteasas son Bacillus, Pseudomonas, Halominas, Arthrobacter y Serratia. Entre todas las
especies bacterianas, los Bacillus spp. desempefian un papel preponderante debido a su capacidad de
secretar un alto nivel de proteasa alcalina y a sus caracteristicas quimio organotréficas (Cui et al., 2015), por
lo que son los microbios mayoritariamente explotados comercialmente para la producciéon de proteasas
(Razzaq et al., 2019).

En la actualidad, se esta prestando mucha atencion a los microorganismos marinos, ya que se ha visto que
producen una amplia gama de enzimas que son relativamente mas estables y activas que las enzimas
derivadas de plantas o animales y tendrian mas ventajas que las enzimas tradicionales, asi, mientras las
serin proteasas alcalinas de otras fuentes son activas en un amplio rango de temperatura (de 35 - 80°C) y
pH (de 7 - 12), las proteasas producidas por bacterias marinas tienen actividad y estabilidad significativas a
pH y temperaturas altos (Cui et al., 2015).

El estudio de las proteasas termoestables es importante para los sectores biotecnolégico e industrial debido
a su estabilidad frente a agentes desnaturalizante y quimicos. Casi el 65% de las proteasas industriales se
aislan de fuentes microbianas marinas y pueden resistir una amplia gama de disolventes organicos a altas
temperaturas. El rasgo mas importante de los organismos marinos es su adaptabilidad, lo que les permite
crecer de manera Optima en entornos hostiles como el alto contenido de sal, altas temperaturas y
presiones, caracteristicas de las aguas termales, de aguas profundas y los sedimentos geotérmicos (Barzkar
et al., 2018).

Muchos investigadores se han interesado por estudiar la produccion de proteasas termoestables, asi
Ahmad et al. (2020) trataron de optimizar las condiciones para lograr un alto nivel de produccién de
proteasa de Geobacillus SBS-4S, y encontraron que al suplementar el medio de cultivo con 2% de extracto
de levadura o 5% de salvado de trigo, se aumento la produccion de proteasa de 10.6 a24.4 U/ mLo 345U
/ mL respectivamente. Asi mismo, observaron que en condiciones 6ptimas podrian producir 46,2 U / mL de
proteasa. La actividad maxima de la enzima se logré a 60°C y pH 9,0. Los estudios de termoestabilidad
demostraron que la proteina era estable con un 50% de actividad residual después de una incubacién de 2
horas y 25 min a 60°C en presencia de Mn2 + 1 mM. Los estudios cinéticos demostraron los valores de Km
y Vmax de 16,67 mg / mLy 143 U / m., respectivamente. Concluyeron que la estabilidad de la proteasa se
logra en un amplio rango de pH y temperatura lo que hace que esta enzima sea adecuada para su utilizacién
en la industria de alimentos para aves y detergentes.

Si et al. (2018), purificaron y caracterizaron una proteasa microbiana producida extracelularmente
por Bacillus subtilis FBL-1. Para la purificacién, realizaron la precipitacién del caldo de fermentacién con
sulfato de amonio. Observaron que aunque la proteasa purificada mostré la actividad mas alta a 45°Cy pH
9,0, la actividad permanecié estable en el rango de temperatura de 30 a 50°C y el rango de pH de 7,0 a
9,0. La proteasa fue activada por iones metalicos como Ca 2+, Mg 2+, Mn 2+, Fe 2+, Ca 2+y K+, pero
Fe 3+ 10 mM inhibi6 significativamente la actividad enzimatica (53%). La actividad proteasa fue inhibida por
EDTA 2 mM como inhibidor de metaloproteasas, pero mostré buena estabilidad frente a tensioactivos y
disolventes organicos.

Hou et al. (2017), purificaron y caracterizaron una proteasa alcalina secretada por Micrococcus NHs4PCO;
aislada del Mar de China Meridional. La proteasa se purificé con 3 pasos que incluian precipitacién con
sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia hidréfoba con un aumento de 8,22
veces en la actividad especifica y un aumento del 23,68% en la recuperacién. La masa molecular de la
proteasa se estimé en 25 kDa mediante analisis SDS-PAGE. La temperaturay el pH 6ptimos para la actividad
de la proteasa fueron 50°C y pH 10,0, respectivamente. La proteasa mostré una fuerte estabilidad en una
amplia gama de valores de pH que oscilaban entre 6,0 y 11,0 y mantuvo una actividad enzimatica del 90%
en un entorno alcalino fuerte con un pH de 11,0.
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Por otro lado, Salem et al. (2016), evaluaron a Bacillus licheniformis RBS 5 termofilico, aislado de una fuente
termal Tunecina, que produce alfa amilasa y proteasa alcalina termoestables. La alfa amilasa fue estable en
el rango de 45 a 70°C después de 30 minutos de incubacién y en el rango de pH de 8 a 10 y mostr6 una
actividad de a-amilasa éptima a aproximadamente 65°Cy en un amplio intervalo de pH que oscilaba entre
4 a 9. La actividad de la proteasa fue estable hasta los 60°C en un rango de pH de 10 a 12, y alcanz6 su
actividad 6ptima a 80°C, pH 12. Asi mismo, observaron que el EDTA a una concentracién de 5 mM reduce
ligeramente ambas actividades y, que los iones catiénicos (Ca2 +, Cu2 +, Zn2 + y Mg2 +) tienen un efecto de
inhibicién sobre la a-amilasa. Sin embargo, la actividad proteasa fue potenciada por Ca?*, Cu?*y Mg?*; los
otros cationes reducen ligeramente la actividad proteolitica. SDS y H>O; actuaron como inhibidores de
ambas actividades, mientras que Triton X-100 y el perfume no tuvieron ningun efecto. Estas caracteristicas
hacen que la actividad de |la proteasa de B. licheniformis RBS 5 sea muy eficiente para su uso en la industria
de detergentes.

EL-Eskafy et al. (2016), aislaron una bacteria marina de la region del Mar Rojo en Egipto que fue capaz de
producir proteasas termoestables, esta bacteria fue identificada morfoldgica, bioquimica y molecularmente
por secuenciacion de ARNr 16S con un 98% de similitud con Bacillus amyloliquefaciens. Las enzimas
presentaron una actividad 6ptima de 363,4 U/ mL a 65°Cy pH 7 durante diez minutos. Se observ6 que tanto
el sulfato de amonio como los métodos de purificacion con Sephadex G-100 redujeron la actividad
especifica a 256,4y 153,4 U / mL. Sin embargo, la actividad aumenté 3.8 veces cuando se usé Tween-80
como tensioactivo. Se analizaron los antecedentes genéticos de los genes de proteasa en Bacillus
amyloliquefaciens utilizando una base de datos bioinformdatica y se determiné que Bacillus
amyloliquetaciens tiene cinco diferentes genes de proteasa que codifican varios grupos de familias de
peptidasas, esta variacion en la familia de las peptidasas proporciona a las proteasas muchas caracteristicas
que las hacen capaces de permanecer activas bajo diversas condiciones ambientales. La enzima producida
mostré una buena actividad entre 65°Cy 85°C. Mientras que la adicién de metal iones inhibieron la actividad
enzimatica.

El rasgo mas importante de los organismos marinos es su adaptabilidad, lo que les permite crecer de
manera éptima en entornos hostiles como el alto contenido de sal, temperaturas y presion, casi el 65% de
las proteasas industriales se aislan de fuentes microbianas marinas y se ha observado que éstas pueden
resistir significativamente una amplia gama de disolventes organicos a altas temperaturas, lo que las hace
muy importantes en los sectores biotecnoldgico e industrial (Barzkar et al., 2018).

La importancia econdmica de las enzimas microbianas radica en que pueden aplicarse en diversas
tecnologias que emplean procesos ecolégicos. Los microorganismos son faciles de cultivar en biorreactores
bajo condiciones de crecimiento controlables, tales como, pH, temperatura, aireacién, composicién del
medio y otros parametros, lo que conduce y asegura una alta reproducibilidad. Lo que no ocurre con las
enzimas aisladas a partir de plantas y animales, las cuales presentan una serie de limitaciones como la
composicion del suelo, la incidencia de luz, la homogeneidad de las semillas, el control de patégenos y otros
problemas que dificultan la reproducibilidad de estos procesos, y los hacen mas costosos.

Teniendo en cuenta los antecedentes favorables sobre la estabilidad de las enzimas producidas por
microorganismos marinos, y su potencial de aplicacién en multiples procesos industriales, es que se plantea
esta investigacion con la finalidad de obtener enzimas proteoliticas estables a pH y temperatura que mas
adelante puedan ser utilizadas en diversas industrias. Por ello, la presente investigacion se realizé con el
principal objetivo de evaluar la estabilidad a pH y temperatura de proteasas producidas por bacterias
aisladas de sedimento marino del balneario de Huanchaco, Trujillo, Peru.

2. METODO
2.1 Tipo de estudio y disefio de investigacién

Se realizé un estudio cuantitativo, pre experimental y se trabaj6 con sedimento marino obtenido a 5 metros
de profundidad de la costa de Huanchaco, Trujillo, La Libertad, Perd. Ubicado a una latitud de -8.08,
Longitud: -79.1206 8° 4' 48" Sur, 79° 7' 14" al oeste. Latitud S8°0"2.92.
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2.2 Coleccién de muestras marinas

Se colectaron cinco muestras de sedimento a cinco metros de profundidad, en bolsas de polipropileno de
primer uso, las muestras recogidas se rotularon teniendo en cuenta los siguientes datos: Temperatura,
lugar, hora, fecha, ubicacion con GPS. Luego se empacaron en cadena de frio y se trasladaron al laboratorio
del Instituto de Investigacion en Cienciay Tecnologia de la Universidad César Vallejo, para su procesamiento.

2.3 Aislamiento de microorganismos marinos

Las muestras recolectadas fueron diluidas en series decimales en agua de mar natural estéril, hasta 10°. A
partir de las diluciones se extrajo una alicuota de 0,1 mL de suspension y se sembro por superficie en placas
de agar caseina de almiddén (SCA) que contiene: 10g de almidén soluble, 0,3 g de caseina libre caseina de
vitaminas, 2 g de KNO3z, 2 g de NaCl, 2 g de KoHPO4, 0,05g de MgS04.7H,0, 0,02 de CaCOs, 0.01 de
FeS04.7H;0, 20 g de agar en 1L de agua de mar natural estéril a pH 7.0 £ 0.2. Ademas, se agregd
cicloheximida a concentracién de 50 Ig/mL para minimizar la contaminacién. Luego, las placas fueron
incubadas a temperatura ambiental (20 + 2°C).

Las bacterias aisladas se subcultivaron en SCA para determinar su pureza, y caracteristicas como tamafio,
formay crecimiento, pigmentacion y produccién de exopolisacaridos (EPS), durante 3-5 dias para lograr una
buena esporulacion.

2.4 Seleccién primaria de produccién de proteasas

Todas las bacterias aisladas fueron seleccionadas para la produccién de proteasas utilizando agar con 2%
de leche, las placas se incubaron a temperatura ambiente (20 + 2°C). Después de 48 horas, las placas fueron
examinadas para ver zonas claras de lisis alrededor de las colonias. Los microorganismos que presentaban
halo de hidrolisis de 3 mm alrededor de las colonias fueron seleccionados para proceder a su identificacién.

2.5 Identificacién de microrganismos:

Los microorganismos se identificaron de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas, tintoriales y pruebas
bioquimicas segun el manual de Bergey (Garrity et al., 2010), y utilizando el sistema API 50 CHB y el sistema
VITEK 2 Biomeriux para identificacién de bacterias gran positivas.

2.6 Produccion de proteasas en medio liquido

Para estimular la produccion de proteasas por los cultivos , se prepararon dos medios diferentes: el caldo
de produccion de proteasas (PPB) que contiene: (g / L) peptona 10g, sacarosa 10g, K;HPO4 0,5g, MgS04.7H,0
0,5g, NaCl 0,5g, CaCl, 0,5g a pH 7 y el caldo malta extracto de levadura (MYEB) que contiene: (g / L) maltosa
10g, extracto de levadura 2g, extracto de carne 1g, a pH 7 (Ramesh et al., 2009). Los medios fueron
agregados a biorreactores de tanque aireado y agitado a 120 RPM, se inocularon con los cultivos aislados y
se incubaron a T° ambiental (22 + 2°C) durante 24-48 horas.

2.6.1 Preparacién de los cultivos

Después del crecimiento en el medio liquido respectivo por el tiempo requerido, los cultivos fueron
sembrados en tubos con Agar leche 2% para el ensayo cualitativo de la actividad proteolitica.

2.6.2 Ensayo cualitativo de las proteasas y seleccién primaria

Se prepararon placas Petri con agar leche al 2%, luego, se sembré cada cultivo aislado por puntura y se
incubd a temperatura ambiental (22 + 2°C) durante 24 a 48 horas, después de este tiempo, se visualiz6 la
actividad de la enzima por la presencia de zonas claras alrededor de las colonias de bacterias, producidas
por la hidrolisis de la caseina de la leche, luego se procedi6é a medir el diametro de la zona de hidrolisis con
una regla Bernier.
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2.6.3 Produccién y separacién de la proteasa a partir del medio de cultivo

Se sembrd cada uno de los cultivos en medio liquido suplementado con caseina, y se colocaron en
biorreactor de tanque aireado y agitado durante 48 horas, luego para separar las células bacterianas,
primero se filtrd a través del papel de filtro Whatman N° 1y el liquido filtrado se centrifugd a 10 000 rpm a
4°C durante 15 min. Al filtrado se le agrego sulfato de amonio hasta un 85% de saturacion con agitacion
intermitente en agitador orbital, y posteriormente se mantuvo con agitacion suave durante 8 horas
utilizando un agitador magnético (Ramesh et al., 2009).

2.6.4 Purificacién parcial de la enzima

Para separar la proteina del medio de cultivo, se centrifugd a 10 000 rpm durante 20 miny el pellet obtenido
se disolvio en 0,1 M de fosfato tampdn pH 7, luego se dializ6 en el mismo tampon durante 16 horas. Esta
enzima parcialmente purificada fue reservada a -20°C para los ensayos de estabilidad. Todo el
procedimiento de purificacién se realizé a 4°C para evitar la desnaturalizacién de la enzima (Mathew y
Gunathilaka, 2015; Ramesh et al., 2009).

2.7 Evaluacién de la estabilidad de la enzima frente al pH

En tubos de ensayo rotulados con los diferentes pH, se colocd 50 ulL de la enzima parcialmente purificada
se llevé a 0,5 mL con diferentes tampones de pH y se agregaron 0,5 mL de caseina al 1%. Los tampones
utilizados para diferentes pH fueron: 0,1 M de tampon de citrato (pH 5), tampén de fosfato 0,1 M (pH 7) y
Tris 0,1 M tampén (pH 9) (Ramesh et al.,, 2009). Las mezclas de enzima y sustrato se incubaron a
temperatura ambiente durante 60 minutos, luego, la reaccién se paralizd afiadiendo 1 mL de TCA al 10%.
La actividad de la proteasa se midi6 por espectrofotometria a 440 nm. Para la determinacion de proteinas
residuales se empled la técnica de Biuret, luego por diferencia con la concentracion inicial de caseina, se
calculé la cantidad de proteina hidrolizada en mg/mL.

2.8 Evaluacién de la estabilidad de la enzima frente a la temperatura

Se colocaron varias alicuotas de 50 uL de la enzima parcialmente purificada en tubos de ensayo
debidamente rotulados y se llevaron hasta un volumen de 0,5 mL con agua destilada estéril, luego se agrego
0,5 mL de caseina al 1%. La enzima y las mezclas de sustrato se incubaron a diferentes temperaturas (20-
60°C). Después de 60 minutos, la reaccién se terminé agregando 1 mL de TCA.10%, luego, se ensayo la
actividad de la proteasa como se describi6é anteriormente para determinar la estabilidad al pH (Ramesh et
al., 2009).

29 Métodos de andlisis de datos

De cada uno de los cultivos evaluados, se calcularon los promedios de proteina hidrolizada en mg/mL
obtenida a diferentes valores de temperatura, luego se realizaron pruebas de normalidad y posteriormente
se aplicd la prueba de ANOVA para comparar los promedios de proteina hidrolizada obtenida en las
diferentes temperaturas, se siguié el mismo procedimiento para los ensayos de estabilidad al pH. También
se realizaron pruebas de comparaciones multiples HSD Tukey para determinar los subconjuntos
homogéneos para alfa = 0.05.

3. RESULTADOS
3.1 Seleccién primaria de microrganismos productores de proteasas

Se aislaron doce cepas de microorganismos con capacidad proteolitica, de alli se procedié a la medicién de
los halos de hidrdlisis (Figura 1), y seleccionaron las tres cepas que presentaron el mayor halo de hidrdlisis
de proteinas, que se presentan en la Tabla 1, en donde se puede observar que la cepa de Bacillus spp M1B-
PA es la que presenta el halo de hidrodlisis mayor.
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Figura 1. Medida de los halos de degradacién de proteinas por Baci//us spp aislados de sedimento marino del
balneario de Huanchaco

Tabla 1. Didmetro promedio del halo de degradacién de proteinas por tres cepas de Bacillus spp. aislados de sedimento
marino del balneario de Huanchaco

Lo , 24 horas 48 horas
Cédigo Género ~ - 2 2 : "
Diametro colonia (mm) Didmetro del halo (mm) Didmetro colonia(mm) Didmetro del halo (mm)
M1A-PA Bacillus 1 3 2 5
M1B-PA Bacillus 2 7 6 12
M1B-PB Bacillus 2 6 5 8

En la coloracibn Gram se observd bacilos gran positivos esporulados (Figura 2), con caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas acordes al género Bacillus. No se pudo determinar la especie, pues al parecer,
como se trata de bacterias marinas aun no estan tipificadas en los estandares de las pruebas utilizadas de
API 50 CHB y VITEK 2.
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Bacillus spp M1B -PB
Figura 2. Bacterias del género Bacil/lus productoras de proteasas, aisladas de sedimento marino del balneario de

Huanchaco. Trujillo. Observacion con tincién Gramy a 1000x
3.2 Evaluacién de la estabilidad de las proteasas frente al pH y temperatura

En la Tabla 2 se presentan los promedios de proteina hidrolizada por las proteasas producidas por las tres
cepas de Bacillus spp, los cuales fueron comparados mediante la prueba de ANOVA, y se obtuvo una
significancia igual a 0.00, lo que indica que existe diferencia en por lo menos uno de los promedios de
proteina hidrolizada obtenidos al evaluar la actividad hidrolitica frente a diferentes valores de pH.

Enla Tabla 3, la prueba de comparaciones multiples HSD Tukey, muestra los subconjuntos homogéneos, de
los promedios de proteina hidrolizada obtenidos en los ensayos con diferentes valores de pH, que no
presentan diferencia significativa entre ellos (p >0.05), lo que indicaria que la actividad enzimatica no varia
con los cambios de pH, como ocurre con la cepa M1A-PAaPH 7y 9y la cepa M1B-PBapH5,7y9, lo que
seria un indicador que la actividad de la enzima es estable en esas condiciones.
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Tabla 2. Promedios de proteina hidrolizada obtenidos al evaluar la estabilidad frente al pH de las proteasas producidas
por microorganismos aislados de sedimento marino del balneario de Huanchaco

Bacillus spp. M1A-PA Bacillus spp. M1B-PA Bacillus spp. M1B-PB
pH Proteina hidrolizada (mg/mL) Proteina hidrolizada (mg/mL) Proteina hidrolizada (mg/mL)
Media Desviacién estdndar  Media Desviacién estdndar  Media Desviacién estandar
5 2,48 0,030 2,18 0,025 4,05 0,048
7 5,67 0,026 2,09 0,048 3,92 0,434
9 5,69 0,021 1,66 0,029 3,99 0,042
Significancia (ANOVA) 0,000 0,000 0,818

Tabla 3. Prueba de comparaciones multiples HSD Tukey Subconjuntos homogéneos para alfa = 0.05

Bacillus spp. M1A-PA Bacillus spp. M1B-PA Bacillus spp. M1B-PB
pH
1 2 1 2 3 1 2
5 2,483157 2,184393  4,054537
7 5,672277 2,091607 4,054537
9 5,687747 1,658910 3,992713
Significancia 1,000 0,754 1,000 1,000 1,000 0,803

En la Tabla 4, se pueden observar los promedios de proteina hidrolizada por las proteasas producidas por
las tres cepas de Bacillus spp, a diferentes temperaturas, los cuales fueron comparados mediante la prueba
de ANOVA, y se obtuvo una significancia igual a 0.00, que indica que existe diferencia en por lo menos uno
de los promedios de proteina hidrolizada obtenidos al evaluar la actividad hidrolitica en condiciones
diferentes de temperatura.

Tabla 4. Promedios de proteina hidrolizada obtenidos al evaluar la estabilidad frente a la temperatura de las
proteasas producidas por microorganismos aislados de sedimento marino del balneario de Huanchaco.

Bacillus spp. M1A-PA Bacillus spp. M1B-PA Bacillus spp. M1B-PB

Temperatura°C Proteina hidrolizada (mg/mL) Proteina hidrolizada (mg/mL) Proteina hidrolizada (mg/mL)
Media Desviacion estdndar  Media Desviacién estdndar  Media Desviacion estandar

20 4,76 0,090 4,47 0,016 5,06 0,052

30 4,64 0,075 4,30 0,044 4,85 0,014

40 4,35 0,056 4,09 0,064 4,85 0,069

50 4,33 0,056 414 0,017 4,85 0,032

60 4,27 0,090 4,21 0,071 4,74 0,053

Significancia (ANOVA) 0,000 0,000 0,000

EnlaTabla 5, la prueba de comparaciones multiples HSD Tukey, muestra los subconjuntos homogéneos, de
los promedios de proteina hidrolizada obtenidos en los ensayos en diferentes condiciones de temperatura,
que no presentan diferencia significativa entre ellos (p>0.05), lo que indicaria que la actividad enzimatica no
varia con los cambios de temperatura, como ocurre con la cepa M1A-PA y M1B-PA a temperaturas de 40,
50y 60°C, y la cepa M1B-PB en el rango de temperaturas de 30 a 60°C, lo que seria un indicador que la
actividad de la enzima se mantiene estable a esas temperaturas.

Tabla 5. Prueba de comparaciones multiples HSD Tukey Subconjuntos homogéneos para alfa = 0.05

Temperatura Bacillus spp. M1A-PA Bacillus spp. M1B-PA Bacillus spp. M1B-PB
1 2 1 2 3 1 2
40°C 4,34933 4,09433 4,84967
50°C 4,33400 413767 4,84967
60°C 4,26667 4,20800 4,20800 4,74000
30°C 4,64467 4,30433 4,84967
20°C 4,76000 4,47267 5,06000
Significancia 0,666 0,383 0,092 0,178 1,000 0,084 1,000

4, ANALISIS DE RESULTADOS

Esta investigacion se llevd a cabo con el objetivo de evaluar la estabilidad a pH y temperatura de las
proteasas producidas por bacterias aisladas de sedimento marino del balneario de Huanchaco, Truijillo,
Peru. Se aislaron doce cepas de microorganismos con capacidad proteolitica; de éstas se seleccionaron las
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tres cepas que presentaron el mayor halo de hidrélisis de proteinas (Figura 1), las cuales de acuerdo a sus
caracteristicas tintoriales, morfolégicas y bioquimicas se identificaron como bacterias del género Bacillus.
Como se puede apreciar en la Figura 2. Los halos de hidrolisis de proteinas observados, se explican porque
las especies del género Bacillus, sintetizan y excretan enzimas proteoliticas extracelulares durante sus fases
de crecimiento y esporulacion (Zaragoza, 2011).

Las bacterias del género Bacillus, se caracterizan por su amplia resistencia a los factores ambientales
extremos, lo que les permite vivir en diversos ambientes entre los que se encuentran los sedimentos
marinos, que son en su mayoria alcalinos. Entre los microorganismos alcalofilos seleccionados y usados en
varios procesos industriales, los miembros del género Baci/lus constituyen una fuente predominante de
proteasas alcalinas (Mathew y Gunathilaka, 2015; Sharmila et al., 2012), debido a sus caracteristicas
quimioorganotréficas, a su alta velocidad de crecimiento, a la secrecion de enzimas extracelulares en los
medios de cultivo y porque son seguras de manipular (Saggu y Mishra, 2017).

La actividad proteolitica de las tres cepas seleccionadas se muestra en la Tabla 1, en donde se puede
apreciar que la cepa M1B-PA, es la que presenta el mayor halo de hidrdlisis (12 mm), seguida de las cepas
M1B-PB (8 mm) y M1A-PA (5 mm). Estos resultados son similares a otros reportados en los que se aislaron
22 cepas de Bacillus con actividad proteolitica con un halo de hidrdélisis entre 1 a 8 mm; en este caso, estos
halos son de menor tamafio que los hallados en la presente investigacion en la que se observaron diametros
en el rango de 5 a 12 mm. En todos los casos, el tamafio del halo de hidrélisis depende de la actividad y
estabilidad de la enzima.

Al respecto, Bhunia et al. (2013) sostienen que la estabilidad de una enzima se juzga por la actividad residual,
mientras la actividad catalitica se define como la capacidad de una enzima para catalizar un proceso. La
estabilidad y la actividad se ven afectadas por ciertos parametros, que pueden ser fisicos (temperatura y
pH) o quimicos (la presencia de inhibidores o activadores, etc.). En la presente investigacion, se evaluo la
estabilidad de las proteasas estudiadas frente a la temperatura y pH.

En la Tabla 2, se presentan los resultados de la evaluacién de la estabilidad de las enzimas frente a los
cambios de pH y se observa que de acuerdo al analisis de ANOVA existe diferencia en la actividad de
hidrolisis de proteinas en por lo menos uno de los promedios (p = 0.00), lo que se corroboro en la prueba
de comparaciones multiples (Tabla 3), en donde se observa que para la cepa Bacillus sp. M1A-PA, no hay
diferencia significativa entre la cantidad de proteina hidrolizada a pH 7y 9 (P = 0.754), y que se presenta una
hidrolisis mayor que a pH 5. Por otro lado, la cepa Bacillus sp M1B-PA, no muestra estabilidad enzimatica,
pues la cantidad de proteina hidrolizada disminuye a medida que aumenta el pH, en este caso no hay
subconjuntos homogéneos. La cepa Baci/lus M1B-PB produce la proteasa mas estable, pues no hay
diferencia significativa entre las cantidades de proteina hidrolizada en los tres valores de pH (p = 0.803), por
lo que esta bacteria seria una buena candidata para optimizar la produccion de enzimas a nivel industrial.

En la Tabla 4, se presentan los resultados de la evaluacién de la estabilidad de las enzimas frente a los
cambios de temperatura, y se observa que de acuerdo al analisis de ANOVA existe diferencia en la actividad
de hidrolisis de proteinas en por lo menos uno de los promedios (p = 0.00), lo que se corroboré en la prueba
de comparaciones multiples (Tabla 5), en donde se observa que para las cepas M1A-PA y M1B-PA no hay
diferencia significativa entre la cantidad de proteina hidrolizada en el rango de temperatura que va de 40 a
60°C (p = 0.666 y 0.092 respectivamente), o que indicaria que las enzimas producidas son estables a esas
temperaturas; mientras que las de la cepa M1B-PB, tienen estabilidad en el rango de 30 a 60°C (p = 0.084).
También se observa que no hay diferencia con la cantidad de proteina hidrolizada a 20 y 30°C por la
proteasa de Bacillus sp M1A-PA (p = 0.383)); a 60, 30°C por la proteasa de Bacillus sp M1B-PA (p =0.178). Asi
mismo, aun cuando a temperaturas menores, la cantidad de proteina hidrolizada es ligeramente menor, lo
importante es que las enzimas proteoliticas mantienen su capacidad de hidrolisis a temperaturas mayores.
En este caso, la proteasa de la cepa M1B-PB es la que presenta estabilidad a mayor rango de temperatura.

Los resultados obtenidos con la proteasa de Baci/lus M1B-PB, son similares a los obtenidos por Hammami
et al. (2017), quienes evaluaron el perfil de actividad de pH de las proteasas de B. invictae a pH entre 6,0 y
13,0, y observaron que la enzima cruda fue altamente activa entre pH 8,0y 12,0 con un 6ptimo entre pH 9,0
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y 11,0. Las actividades relativas a pH 8,0 y 12,0 fueron aproximadamente 77,73%, and 84,12%,
respectivamente. Los perfiles de estabilidad térmica mostraron que la enzima cruda era muy establea 30y
40°C (100%), mientras que a 50°C la preparacion enzimatica retuvo 94%, 92% y 89% de su actividad original
después de la incubacion durante 60, 120 y 180 min, respectivamente. Después de 6 h de incubacion a 30,
40 y 50°C, se observé una ligera inhibicion y las actividades enzimaticas restantes fueron 98,29 + 1,93%,
98,69 + 0,28% y 82,02 + 3,37% de la inicial, respectivamente. Asi mismo, Salem et al. (2016) reportaron que
las proteasas de B. /icheniformis RBS 5 conservaron su actividad inicial completa a 60°C durante 30 minutos
de incubacion.

Esto puede deberse a que los microorganismos que viven en un ambiente alcalino (agua de mar) poseen
una gran capacidad de adaptabilidad, lo que les permite crecer de manera éptima en entornos hostiles
como altos niveles de sal, temperatura y presion (Barzkar et al., 2018). Por otro lado, Si et al. (2018)
purificaron y caracterizaron una proteasa microbiana producida extracelularmente a partir de Bacillus
subtilis FBL- 1, y observaron que la proteasa purificada mostré la actividad mas alta a 45°Cy pH 9,0, y que
la actividad permanecié estable en el rango de temperatura de 30 a 50°Cy el rango de pH de 7,0 a 9,0.

Los resultados obtenidos son comparables con los reportados por Zaragoza (2011), quien encontrd que a
pH 8, la enzima proteolitica presenta una mayor actividad a 40 y 60°C. Algo similar reportaron Mathew y
Gunathilaka, (2015), quienes al evaluar una serin proteasa termoestable de Bacillus licheniformis, NMS-1,
observaron que esta enzima desarrollaba su actividad hidrolitica de manera 6ptima a pH 9 y temperatura
de 60°C. Por otro lado, Ghorbel et al. (2003) estudiaron una proteasa de Bacillus cereus, reportando que en
presencia de 2 nM de Ca2+, la actividad de la proteasa aumenta en un 500% y haciéndola resistente al
aumento de temperatura.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, corroboran lo establecido por Ramesh et al. (2009), quienes
indican que la mayoria de las enzimas microbianas extracelulares, son altamente estables a cambios
quimicos y fisicos en el medio, y por esa razén son insumos potenciales para ser empleados a nivel industrial
en la elaboracion de detergentes, acondicionamiento de cueros, en la industria alimentaria y farmacéutica,
asi como en la recuperacion y solubilizaciéon de proteinas organicas.

5. CONCLUSIONES

En este estudio, se aislaron tres cepas de bacterias productoras de proteasas a partir de sedimento marino
del balneario de Huanchaco, Truijillo, Peru, codificadas como M1A-PA, M1B-PA y M1B-PB, las cuales fueron
identificadas como pertenecientes al género Bacillus mediante caracterizaciones morfolégicas, fisioldgicas
y bioquimicas. Sin embargo, no se pudo identificar la especie por lo que fueron denominados como Bacillus

Spp.

Para el ensayo cualitativo de produccidon de proteasas, estas tres cepas de bacterias se sembraron en agar
leche 2%, en donde, Bacillus spp M1B-PA fue el que present6 el mayor halo de degradacion de proteina (12
mm), seguido de Baci/lus spp M1B-PB con un halo de 8 mm.

Las proteasas producidas por la cepa de Bacillusspp M1B-PB fueron las que presentaron mayor estabilidad,
pues conservaron su actividad proteolitica a pH 5, 7,y 9 y en el rango de temperatura de 30 a 60°C. Las
proteasas producidas por la cepa Bacillus spp M1A-PA son estables a pH 7y 9y en el rango de temperatura
que va de 40 a 60°C. Las caracteristicas de estas enzimas, indican que éstas podrian ser adecuadas para
utilizarse en la industria de detergentes.

Las proteasas producidas por la cepa Baciflus spp M1B-PA no son estables a los cambios de pH, su mayor
actividad hidrolitica se da a pH 5, sin embargo, presentan estabilidad a temperaturas que van de 40 a 60°C.
Por lo que podrian seguir evaluandose para determinar su potencial uso en la industria.

Es necesario seguir investigando para optimizar la produccién de estas enzimas y evaluar su estabilidad
frente a otros factores como solventes organicos, iones metalicos.
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