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RESUMEN

El interés industrial en los microorganismos ha aumentado gracias a que han sido considerados
como poderosos biotransformadores. Por ello, las bioprospecciones microbianas son muy Utiles
en la basqueda de microorganismos de un ambiente en especifico con la finalidad de conferirles
un valor comercial para el desarrollo de productos.

Los ambientes agricolas seleccionados para este estudio fueron los municipios de Ures
por ser considerado uno de los mayores productores de queso, y Hermosillo por ser el mayor
productor de carne de origen bovino en el estado, aislandose de ellos un total de 144 cepas (62
y 82 respectivamente).

El total de las cepas aisladas (144) fueron evaluadas en su capacidad esporulante, para
posteriormente en las cepas seleccionadas poder medir su actividad proteolitica, amilolitica y
lipolitica.

Del total de cepas aisladas solo 32 procedieron del municipio de Ures y 7 de Hermosillo
presentaron capacidad esporulante. Estas cepas presentaron las siguientes caracteristicas
morfol6gicas: 18 de ellas fueron puntiformes, 24 presentaron elevacion planay 21 de ellas fueron
translicidas. Ademés 31 de las cepas fueron Gram positivas.

En base al criterio de seleccidn por su actividad proteolitica, amilolitica y lipolitica, se logro
aislar 49 cepas de los municipios de Ures y Hermosillo, en donde el 14% de ellas presentan
actividad amilolitica, solo el 2% presenta actividad proteolitica, de igual manera el 2% presenta
actividad amilolitica y proteolitica. El 2% presenta actividad amilolitica y lipolitica y por ultimo, el
49% de las cepas presentaron actividad amilolitica y proteolitica.

De las 49 cepas aisladas, para la actividad proteolitica, 22 de ellas presentaron las
mayores actividades a pH 7 y pH 9; para la actividad amilolitica, 35 cepas presentaron los
mayores titulos amiloliticos en los rangos de pH 4, 7 y 9; y por Gltimo, solo 3 cepas presentaron
actividad media de la enzima lipasa hidrolizando la tributirina a pH de 8.

Por los resultados obtenidos, se ha visto que en ambientes agricolas donde hay ganado
bovino se es posible el aislamiento de bacterias que cuentan con actividades enzimaticas de

interés que pueden ser utilizados para procesos industriales.






INTRODUCCION

La bioprospeccion microbiana da referencia a la busqueda de microorganismos con la finalidad
de conferirles un valor comercial. Hoy en dia ha sido utilizada para la busqueda de metabolitos y
enzimas. Se ha enfatizado la bioprospeccién en microorganismos que viven en ambientes
extremos (de Almeida y col., 2015; Torres y col., 2009)

El estado de sonora puede alcanzar temperaturas de hasta 45°C en verano, y por ser
zona desértica, se puede ver severamente afectada por la desertificacién, término utilizado para
conocer la degradacion de suelo en zonas aridas, La erosién del suelo para uso ganadero es el
mas comun, debido al sobrepastoreo en los establos y concentraciones altas de sales en aguas
que son utilizadas (L6pez, 2001).

De suelos agricolas aridos se pueden encontrar bacterias esporulantes, las cuales son
capaces de resistir periodos a temperaturas altas con una baja disponibilidad de nutrientes. La
formacion de esporas es un mecanismo de supervivencia, que permite a la bacteria entrar en un
estado de reposo metabdlico. La formacion de la espora interna (endoespora) se da cuando la
bacteria se encuentra bajo ciertas condiciones como altas temperaturas, altas concentraciones
de sales o pH dentro de altos rangos acidos o alcalinos. Bajo esas condiciones, la bacteria realiza
en su interior una deshidratacién, por lo tanto, el material dentro de ella se concentra, y a su
alrededor, se forman capas que dan a la espora la caracteristica de ser gruesa y resistencia
térmica, asi como a radiacién, desecacién o a quimicos, entre otras resistencias (Garcia, 2005;
Kanchiswamy y col., 2015).

Solamente pocos géneros de bacterias son capaces de esporular. Los géneros Bacillus,
Clostridium, Streptomyces, Actinomyces, entre otros, son conocidos por su en la industria para la
obtencién de enzimas que son utilizadas en la industria como amilasas, lipasas y protesas. Como
ejemplo de los usos en la industria, las amilasas son utilizadas para la produccién de jarabes de
glucosa o fructosa o como suplemento de enzimas pancreéticas. Las lipasas pueden servir para
la elaboracién de quesos asi como también para modificar propiedades fisicas y quimicas en
acidos grasos. Por ultimo, las proteasas, son utilizadas para mejorar la estabilidad en la masas
de panes, son incluidas en detergentes y sirven como suplemento enziméatico (Amman y col.
2011; Rivera y Garcia., 2007; Romero y Mestres, 2004; Theron y Divol, 2012).



OBJETIVO

Aislamiento de cepas de microorganismos hidroliticamente activos provenientes de ambiente de
ganado vacuno en los municipios de Ures y Hermosillo.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Seleccionar cepas de bacterias provenientes de los municipios de Ures y Hermosillo que

presenten capacidad esporulante.

¢ Realizar tamizaje enzimatico de cepas esporulantes para conocer sus actividades amiloliticas,
proteoliticas y lipoliticas.
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REVISION DE LITERATURA

Regiones Ganaderas de la Republica Mexicana

En México hay alrededor de 197 millones de hectareas con diferentes regiones ecologicas que le
brindan la principal caracteristica a su ganaderia. Del total de la extension del territorio nacional,
aproximadamente el 25% es arido, el 20% semiérido, el 23% es templado, el 15% es trépico seco
y el 12% tropico humedo. La ganaderia constituye el principal uso del suelo del pais, abarcando
una superficie de 113.8 millones de hectareas utilizadas para este rubro, representando el 58%
del territorio nacional (INEGI, 2014).

Produccion de Ganado Bovino en México y en el Estado de Sonora.

En la actualidad México se desarrolla en condiciones muy heterogéneas tanto desde el punto de
vista tecnolégico y socio econdmico, como por la variabilidad de condiciones climatolégicas, que
éstas adquieren caracteristicas propias por region en los diferentes estados del pais, influyendo
tradiciones y costumbres de la poblacion. Por lo tanto, los sistemas lucrativos del ganado bovino
van desde la produccién mas basica, hasta aquella que sirve para la subsistencia de una misma
region.

La crianza de ganado bovino tiene dos principales funciones, las cuales son la obtencion
de kilogramos de carne y produccion de leche. En el afio 2014 Sonora se colocé en el octavo
puesto en la producciéon de ganado bovino con un total de 131 872 toneladas, considerandolo
uno de los estados con mayor produccion de la Republica Mexicana (SAGARPA, 2014).

Dentro del estado de Sonora, los municipios que mas se destacan por el volumen de
produccién de carne de origen bovino son Navojoa, Caborca, Agua Prieta, Ciudad Obregén y
Hermosillo siendo este ultimo el mayor productor con un total de 21 259 toneladas en el afio del
2012. De la produccion de leche, los municipios destacados son Ciudad Obregdén, Hermosillo,
Empalme y Ures considerando al ultimo municipio mencionado como uno de los grandes

productores de queso en Sonora (INEGI, 2012).
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Bioprospeccion

Se define a la bioprospeccion como la busqueda sistematica de componentes naturales y
organismos en un ecosistema con la finalidad de conferirles un valor comercial para el desarrollo
de productos. Con ayuda de la bioprospeccion se generan productos relacionados con industrias
farmacéuticas, biotecnoldgicas, medicina botanica; entre otras (Torres y col., 2009).

Bioprospeccién Microbiana

La bioprospeccion microbiana es esencial hoy en dia debido a que ha sido utilizada como una
herramienta para la blisqueda de nuevas moléculas bioactivas provenientes de diferentes
ambientes u organismos especificos. Los microorganismos son esenciales en la bioprospeccion,
debido a la produccién de metabolitos secundarios y de catalizadores (Carrizosa y col., 2000).

En la basqueda de enzimas, se han enfatizado los trabajos de bioprospeccién de los
microorganismos que viven en condiciones extremas, y que por esto, hayan podido evolucionar
y modificar las enzimas confiriéndoles propiedades adecuadas para lograr subsistir en los
ambientes extremos (de Almeida y col., 2015).

Un ejemplo de ambiente extremo serian los ecosistemas agricolas, en donde hay regiones
de suelo que se encuentran directamente influidas por plantas, animales y compuestos organicos
en descomposicion los cuales pueden estar asociados a microbiotas que puede ser encontrada
en el suelo, como ejemplo, bacterias esporulantes capaces de resistir periodos a temperaturas

altas, baja disponibilidad de nutrientes, etc (Kanchiswamy y col., 2015).

Bacterias Esporulantes

El interés en las bacterias formadoras de endoesporas ha aumentado en los Ultimos afios gracias
a su potencial biotecnolégico tanto como para la degradaciéon de contaminantes y produccion
industrial de importantes enzimas y quimicos bioactivos (de Almeida y col., 2015).

La formacion de esporas es un mecanismo de supervivencia que tienen los
microorganismos cuando son expuestos en un ambiente o condiciones no favorables, llegando a
un estado de crecimiento inactivo o en reposo (Abel-Santos, 2012). Se ha identificado a un
variado numero de bacterias formadoras de endoesporas que se encuentran en diferentes

hébitats como el suelo.
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Dentro del grupo de bacterias esporulantes se pueden mencionar géneros de bacterias
aerobias  heterétrofas  como  Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus,  Geobacillus,
Termoactinomyces y Sporolactobacillus. También pueden ser mencionadas bacterias
anaerobias como Clostridium, Anaerobacter y Desulfotomaculum; y bacterias haléfilas como
Sporohalobacter, entre otros géneros de bacterias (Ammann y col., 2011). Por su capacidad
esporulante y caracteristicas para producir catalizadores utilizados en procesos de la industria,

se consideran de mayor interés bacterias del género Bacillus o actinomicetos.

Género Bacillus

Formado por un gran grupo de bacilos Gram positivos, catalasa positivo, facultativos que tienen
como caracteristica la capacidad de formar esporas en condiciones aerobias. Se les puede
encontrar con frecuencia en el suelo y pocos subgéneros son patégenos para el ser humano
como B. anthracis o B. cereus.

Como criterios para la taxonomia se utiliza la formacién de endoesporas, la localizacion
que ésta tenga y los cambios en la pared celular de las bacterias gracias a la formacion de
endoesporas (Tortora y col., 2013; Winn y Koneman, 2008).

Filo Actinobacteria

Dentro de este filo pertenecen cierto grupo de géneros como Streptomyces, Frankia, Actinomyces
y Nocardia a los cuales se les denomina de manera informal como “actinomicetos” debido al
crecimiento radiado que tienen las colonias en forma de estrella gracias a sus filamentos
ramificados. Su morfologia se parece a la de los hongos filamentosos, pero los filamentos de los
actinomicetos son células procariontes con un diametro de menor tamafio que el de los hongos
filamentosos eucariontes.

Se pueden encontrar en el suelo usualmente, y gracias a su posibilidad de tener esporas
asexuales externas, pueden evitar largos periodos sin agua. Este tipo de morfologia le da al
actinomiceto la posibilidad de tener un mayor volumen y mejorar su capacidad de absorber

nutrientes en el ambiente del suelo que es altamente competitivo (Tortora y col., 2013).
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Generalidades de las Enzimas

Las enzimas son catalizadores biol6gicos que incrementan la velocidad de las reacciones
guimicas dentro de células vivas sin que ellas sufran algiin cambio. La substancia que reacciona
con la enzima para ser catalizada se le denomina substrato y cada enzima es especifica que
actla en uno o varios substratos para obtener uno o mas productos en particular (Garrett y
Grisham, 2013).

Algunas de las enzimas si no cuentan con la presencia de un componente no proteico al
cual se le denomina cofactor, carecen de actividad catalitica. Cuando este caso sucede se le
denomina apoenzima al componente proteico inactivo de una enzima, pero si incluye el cofactor,
se le denomina holoenzima siendo ella una enzima funcional. El cofactor puede ser una molécula
organica denominandose coenzima, pero también puede ser un ion metalico como lo muestra el

resumen de la Figura 1 (Palmer y Bonner, 2008).

Coenzima
Proteina inactiva + Cofactor
Enzima lon metalico
Proteina activa

Figura 1. Resumen de la conformacién de una enzima en diagrama.
(Palmer y Bonner, 2008).

Clasificacion de Enzimas

A varias de las enzimas existentes se les ha afiadido el sufijo “asa” después del nombre del

sustrato donde la enzima tiene su accion catalitica. El derivado de esta nomenclatura es que

muchas enzimas no dan la informacién necesaria para conocer donde actla quimicamente.
Varios sistemas para la clasificacion enzimatica han sido propuestos. Se podria clasificar

en forma general a las enzimas dependiendo del sustrato donde actien, sin embargo, las que
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estan presentes en los alimentos o aquellas que son utilizadas con fines tecnoldgicos pertenecen
a la clase de las oxidoreductasas tales como la peroxidasa o catalasa y las hidrolasa (Melendez,
2004).

En la década de 1960, la Unidn Internacional de Bioquimica (IUB) creé una Comision
sobre Nomenclatura de las Enzimas para poder tener y adoptar una clasificacion sistematica, asi
como, una nomenclatura para las enzimas identificadas dependiendo del tipo de reaccion
catalitica que realicen.

De acuerdo la comision de enzimas, la clasificacion sistematica va indicando un nimero
para el grupo, teniendo los siguientes grupos:

1. Oxidoreductasas: enzimas que participan en reacciones de oxidacién-reduccion.

2. Transferasas: catalizan la trasferencia de grupos funcionales.

3. Hidrolasas: su accion se lleva a cabo en reacciones de hidrolisis.

4. Liasas: enzimas que participan en la ruptura de enlaces en donde son diferentes al proceso de
hidrdlisis o de oxidacion.

5. Isomerasas: tienen accion en reacciones de isomerizacion.

6. Ligasas: participan en la formacion de enlaces con la utilizacion de ATP (Garrett y Grisham,
2013).

En la nomenclatura, el primer digito indica a cual grupo pertenece, seguido de un segundo
numero correspondiente a la subclase de la enzima indicando al tipo de enlace que hidroliza. Un
tercer digito indica la subdivision dando a conocer mas informacion en relacion al sustrato que
utiliza, y por ultimo, el cuarto digito muestra especificamente la accion que tiene la enzima
(Melendez, 2004).

Amilasa

En el area industrial forma parte de algunos procesos para la produccién de alimentos,
farmacéutica, detergentes, textiles, entre otros. Se encuentran en el tercer grupo de la
clasificacion de enzimas dado por Comision sobre Nomenclatura de las Enzimas (Natalia y col.,
2015).

Las a-amilasas utilizadas en la industria tienen actividad en un rango de pH 6.5 y con
temperatura de hasta los 95°C requiriendo al i6n Ca?* que le ayuda en la estabilidad asi como
también en la su actividad (Sharma y Satyanarayana, 2013). La enzima de la a-amilasa es de
suma importancia digestiva ya que se encuentra extensamente en la naturaleza. Puede ser

encontrado en microorganismos tales como bacterias y hongos, asi como también en plantas y
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animales hidrolizando enlaces glucosidicos a(1-4) encontrados en polisacéaridos (Brayer y col.,
1995).

En las B-amilasas la mayoria de ellas son termolabiles ya que pierden su actividad a
temperaturas altas, aunque han sido reportadas B-amilasas termoactivas que fueron purificadas
a partir de Clostridium thermosulforogenes (Derde y col., 2012). Segun la evidencia encontrada,
es una proteina simple la cual no necesita de algun cofactor, ion metalico o grupos activos que

no formen parte de la proteina (Srivastava y col., 2014).

Almidén

El compuesto que sirve como principal producto de almacenamiento en semillas y otros érganos
es el almidén, siendo un polimero de moléculas de glucosa. En el mundo, se dice que representa
un 80% de la ingesta diaria siendo utilizado como alimento animal, asi también, como materia
prima en la industria (Martinez y Bernal, 2005).

El almidén es depositado por las células vegetales en el citoplasma en forma de
granulomas insolubles, los cuales estan compuestos por a-amilosa y amilopectina. Al polimero
lineal que contiene miles de residuos glucosa que se encuentran unidos por enlaces a(1—4) se
le denomina a-amilosa. La amilopectina tiene en mayor cantidad terminaciones de glucosa con
enlaces a(1—4), sin embargo, es una polisacarido que presenta puntos de ramificacién a(1—6)

cada 24 a 30 residuos de glucosa aproximadamente (Voet y col., 2007).

Degradacion del almidén por accion de la amilasa. La hidrolizacién del almidén a
glucosa, maltosa y oligosacéridos derivados de la maltosa (como dextrinas), son realizados por

la a y B-amilasa asi como también de otras enzimas relacionadas (Cockburn y col., 2015).

Mecanismo de accion de la amilasa. En la figura 2 se muestra como la a-amilasa de
forma aleatoria hidroliza los enlaces glucosidicos a(1—4), mediante la transferencia de un resto
glucésido (donador) a H>O (receptor). De la hidrélisis habra produccion de maltosa y en gran
mayoria dextrinas que en ellas actuara la B-amilasa hidrolizando enlaces glucosidicos terminales

(1—4) liberando a la maltosa siendo ella utilizada posteriormente (Voet y col., 2007).
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Almidén o a-amilasa
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Trisacaridos a-Dextrinas

Figura 2. Accion de la enzima amilasa en almidon.

(Lieberman, y col., 2013).

Lipasa

En aplicaciones biotecnolégicas hay dos catalizadores que son los mas importantes, siendo
estos, las enzimas de lipasa (triacilglicerol acilhidrolasa; EC 3.1.1.3) y esterasa (carboxil-ester
hidrolasa; EC 3.1.1.1). La lipasa se distingue por la capacidad que tienen de poder hidrolizar
aquellos triglicéridos de larga cadena no solubles, teniendo aplicaciones en la modificacion
biol6gica de moléculas activas, resaltando el sabor o las propiedades nutricionales en comidas
(Mateos y col., 2012).

Las lipasas han sido encontradas en animales, plantas, hongos asi como en bacterias,
siendo éstas ultimas de gran importancia como potencial industrial. Desde 1901 se observaba
gue existia la presencia de lipasa en bacterias como Serratia marcescens, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. La lipasa producida por microorganismos tiene mayor

estabilidad, asi como también, mayor disponibilidad en comparacién de las lipasas producidas
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por plantas o animales. Formada de manera extracelular por hongos o bacterias (Aravindan y
col., 2006).

Esta enzima puede realizar diferentes reacciones tales como hidrdlisis, sintesis de
ésteres, transesterificacion, interesterificacion y acidolisis, pero de forma nativa cataliza la
reaccion de hidrdlisis en triglicéridos. Durante el proceso varios de los productos obtenidos son:
acidos grasos libres y glicerol como se muestra en la Figura 3; la hidrélisis tiene un proceso
reversible, el cual se le denomina esterificacion.

Hay un equilibrio entre hidrolizar y esterificar y es mediado por el agua que se encuentra
disponible en la mezcla. Si en una reaccion hay un ambiente en donde la cantidad de agua se
encuentra baja o no hay presencia de ella, la enzima actlia de manera eficiente para catalizar la
formacion de enlaces éster entre el acido graso y el alcohol del glicerol. De manera contraria, Si
en el sistema donde se lleva a cabo la reaccion hay presencia de agua, la enzima actuara

rompiendo los enlaces éster liberando a los acidos grasos libres y al glicerol (Abu y col., 2006).

i
|
5 1CH, =0 = C —(CHyp);4—CHg
I
CHy=(CH,);=C +O—=CH -
— | i
3
Triglicérido CH, =0+ C —(CH,),s—CHs
Lipasa H20

@)

1l
- 1CH, =0 = C —(CH,);4—CHj
+  HO-C—(CH,);g—CH,

Diglicérido 3(|;H2_o <H

Figura 3. Accién de hidrélisis catalizada por la enzima lipasa.
(Lieberman y col., 2013).
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Proteasa

De igual manera, las proteasas son enzimas de gran importancia biolégica aunque también tienen
una gran variedad de usos y aplicaciones en la industria como las productoras de alimentos y
medicamentos, industria médica y de detergentes, etc. Se puede encontrar una excelente fuente
de produccion de proteasas alcalinas en microorganismos, ya que, muestran mejores ventajas
en la diversidad bioquimica y simplicidad en la manipulacién genética (Theron y Divol, 2014).

Industrialmente las proteasas (EC 3.4) son muy Utiles para la hidrolizacién de los enlaces
peptidicos que existen en las terminaciones de aminodcidos; sobresaliendo en el mercado
mundial enzimatico.

Se puede clasificar a las proteasas en base a su pH, dando tres tipos los cuales serian
las proteasas que actlan en pH acido, aquellas que funcionan en pH neutro y las que tienen
accion en pH alcalino. Sin embargo, los grandes grupos en los que se clasifican cominmente
son: proteinasas (endopeptidasas) y peptidasas (exopeptidasas). Las primeras actllan sobre
enlaces peptidicos que se encuentran en las extremos de las cadenas, lo cual da la opcién de
ser aminopeptidasas o carboxipeptidasas como se muestra en la Figura 4. Las proteinasas actian
en el interior de la cadena clasificandose de acuerdo al residuo catalitico primario donde actiian
(Chavez, 2007).

? O CHs 0 O  CHj
HNY C N_ _C_ L _oH H | o )\
2 e AR e SN HoN C\N/\ 2 C\N - C/OH
Hol g HH I s
H [l HH |l
H;C CH OH - (@) H (0]
: ’ HsC”~ “CHj, OH
H,O | Aminopeptidasa Carboxipeptidasa | H,0O

(0]
H
H H,N C N C
H,N H C. A__OH 2 SN N ~ :
2 C\OH \N/\C/ \N%\C/ N Icl: OH + H2N e
+ H y) H HH (||) 0 H H g
H3C CH3 OH H3C CH3 OH
Figura 4. Accion catalitica de endopeptidasas.
Devlin, (2004)

La hidrolisis enzimatica de proteinas ha atraido la atencion durante la Gltima década

(Anbu, 2013; Lin y col., 2015). Su aplicacion puede ser encontrada en detergentes, cuero,
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alimentos asi como también en la industria farmacéutica, constituyendo el 40% del total de
enzimas utilizadas en el mercado. El género de Bacillus se considera uno de los mas importantes
productores de enzima extracelular que puede ser encontrada de manera comercial gracias a
que cuenta con una gran estabilidad tanto para pH altos, como también, a altas temperaturas
(Anbu, 2013).

Produccion de Enzimas de Interés por Bacillus y Actinomicetos.

Dentro del género Bacillus se han conocido varias cepas que son excelentes productoras en su
metabolismo de amilasas. Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefacines y Bacillus licheniformis son
especialmente una fuente importante de obtencion de a-amilasa ya que le brindan a la enzima la
propiedad de ser termoestable, convirtiéndose en un recurso de gran importancia por su
constante uso en procesos industriales, por ejemplo, en la gelatinizacion del almidén, en la
produccién de farmacos asi como también en la produccion de detergentes.

De igual manera, algunas cepas de Bacillus tienen la capacidad de producir 3-amilasas,
sin embargo son termolabiles a temperaturas altas (Sarikaya y col., 2000). En algunos casos, la
alternativa para la produccion de enzimas como la amilasa son bacterias del género
Streptomyces, ya que se ha considerado como una opcion viable para la produccién y expresion
de proteinas heterdlogas (Sevillano y col., 2016).

Las lipasas que se encuentran de manera comercial son obtenidas usualmente de
microorganismos debido a la estabilidad y viabilidad de la enzima producida, siendo liberada de
manera extracelular. Hay varias cepas de actinomicetos productoras de lipasa, como por ejemplo
Amycolaptopsis mediterranei, demostrando una produccion de la enzima con la caracteristica de
la termoestabilidad (Dheeman y col., 2010).

Se han utilizado lipasas producidas por microorganismos termoéfilos como Bacillus subtilis,
ya que tiene la capacidad de secretar diferentes lipasas que pueden variar dependiendo de las
condiciones de crecimiento y ambiente a la cual fue expuesta la bacteria (Cavalcante y col., 2013).

Entre los distintos productores de la enzima proteasa que trabaja en un pH alcalino, el
género Bacillus se destaca por la generacion de protesas alcalinas extracelulares. Son de gran
utilizacion en la industria porque las enzimas que se producen en su metabolismos son
resistentes a pH altos, como también, cuenta con una gran estabilidad térmica, siendo reconocido
Bacillus licheniformis por su produccion de proteasa alcalina (Chatterjee, 2015).

Recientemente se ha descubierto que la cepa Nocardiopsis alkaliphila sp es una gran productora

de proteasa alcalina, con un crecimiento 6ptimo de pH de 9.5 a 10; aunque, ya se tienen
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reportadas proteasas alcalinas producidas por actinomicetos como Nesterenkoni sp.,
Nocardiopsis sp. TOA-1 (Mehta y col., 2006).

Utilizacién de Microorganismos en Efluentes Industriales

En las actividades diarias de la industria se generan grandes cantidades de efluentes que
contaminan el medio ambiente. Para casos en especificos de suelos, suelen afectar en la
fertilidad y también en su uso en el futuro. En el caso del agua, se puede comprometer seriamente
el uso de este recurso como fuente de agua para consumo. La remediaciébn de ambientes
contaminados mediante el uso de procesos quimicos involucra costos altos debido a la
especificidad requerida. Por lo tanto un buena alternativa seria el uso de métodos biolégicos para
la remediacion y tratamiento de contaminantes (Vullo, 2003).

En recientes afios se han desarrollado tecnologias alternativas para el tratamiento de
efluentes conocidas como bioremedacion, que se define como el uso deliberado de las
propiedades cataliticas de organismos vivos para eliminar contaminantes de ecosistemas. Dentro
de las practicas de bioremediacién las mas utilizadas son la incorporacién de bacterias que
degradan efluentes gracias a las enzimas producidas en su metabolismo y la fitoremediacion
(Abril, 2005), motivo por el que es de importancia encontrar cepas microbianas con la capacidad

hidrolitica que puedan ser utilizadas en el area de bioremediacion.
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METODOLOGIA

Seleccion de Zonas de Muestreo

Para la toma de muestra se seleccionaron dos establos, el primero un establo productor de
pequefia escala en Ures, ciudad reconocida en el estado de Sonora por la produccién de quesos.
Para el segundo establo en el municipio de Hermosillo, se le consider6 como un productor de
gran escala con un aproximado de 600 vacas, con un giro principal de crianza del ganado para
la obtencion de carne.

En el establo de Ures ubicado en las coordenadas Latitud: 29.38° N, Longitud: 110.45° O,
se seleccionaron 7 puntos estratégicos debido a que se tomad la mayor cantidad de area en donde
habia un contacto mas directo con el ganado y su producto al momento llevar a cabo el proceso
de ordefia como se muestra en la Figura 4. En la Tabla 1 se muestra las areas de muestreo

seleccionadas del municipio de Ures.

Tabla 1. Nomenclatura utilizada para las distintas areas de recolecciéon de muestras en Ures,

Sonora.
Nomenclatura Area de Muestreo

10R Zona de ordefa, suelo superficial

20R Zona de ordefa, suelo de 10cm profundidad
1AB Zona de riego con balde, suelo superficial
2AB Zona de riego con balde, suelo 10cm profundidad
1D Zona de descanso del ganado, suelo superficial
D Zona de descanso del ganado, suelo 10cm

profundidad
Mixta Combinacioén suelo superficial y con suelo de 10cm

profundidad
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Figura 5. Establo perteneciente a Ures, Sonora.

En el establo de Hermosillo con las coordenadas Latitud: 28.99° N, Longitud: 111.05° O,
se colectaron de 19 puntos estratégicos como se muestran en la Tabla 2, debido a que se tratd
de tomar muestras de todas las areas posibles donde el ganado entraba en contacto. También
se tom6 muestras de aquellas zonas que implicaban desechos del propio ganado, asi como se

muestra en la Figura 6 la zona de alimentos del ganado.

‘ —-.: d‘;!!ﬂ /

AR A

Figura 6. Rancho perteneciente a Hermosillo, Sonora.
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Tabla 2. Nomenclatura utilizada para las distintas areas de recoleccion de muestras en

Hermosillo, Sonora.

Nomenclatura Area de Muestreo
AAL Alimento
AAZ2 Foérmula para ganado finalizada
AA?3 Férmula para engorda del ganado
AA?4 Comedero
AA25 Maiz procesado
APP1 Grasa de piel
APP2 Sal del curtido de piel
APP2 Lixiviado del cutido de piel
PR® Superficie de residuos provenientes de la empresa
AEY1 Estiércol tomado de suelo de la superficie
AE“2 Estiércol tomado a 20cm de profundidad
AE‘3 Potrero 1, ganado en desarrollo
AE%4 Potrero 1, ganado en descanso
AT®e1 Zona de engorda fase 1, suelo de 15cm
AT®e2 Zona de engorda fase 1, suelo superficial
ATE3 Potrero 1, ganado en desarrollo
AT®4 Suelo de 20cm del bebedero
AT®E5 Potrero 1, descanso de ganado

2 Area de alimentos, ® Area de pieles, ¢ Empresa, ¢ Area de estiércol, ¢ Area de suelos

Tratamiento de Muestras

Se tomaron 5g de las diferentes muestras obtenidas, colocandose en matraces Erlenmeyer de
100mL que contenian 50mL de agua destilada estéril. Los diferentes matraces se colocaron en
un agitador por 1 hora a 200 rpm a 27°C. Finalizada la agitacion, se tomo6 con una asada de la

solucidn para inocular las placas Petri utilizadas en el tamizaje hidrolitico.
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Tamizaje Hidrolitico

El tamizaje se realiz6 para conocer y seleccionar a las cepas con capacidad amilolitica,
proteolitica y lipolitica. En cajas Petri de 10mL se coloc6 el medio de cultivo donde se inocul6 por
estria cruzada las diferentes muestras ya mencionadas en la seccion de seleccion de zonas de
muestreo, esto para conocer la hidrolisis de los diferentes sustratos: almidén, leche descremada,
tributirina y trioctanoina.

La composicién Optima del medio de cultivo para realizar el tamizaje se conformé de
peptona al 0.3%, extracto de levadura al 0.3%, agar al 2% Yy el sustrato a probar al 2%, con 0.25%

de ketoconazol para la inhibicién de hongos filamentosos (Mateos y col., 2012).

Capacidad Hidrolitica

Para conocer la capacidad hidroliticas de las cepas se utilizaron reveladores especiales
para cada caso en particular. Para evidenciar la hidrélisis del almidén, se utiliz6 lugol. Las
moléculas de yodo reaccionan con la estructura de la amilosa que se encuentran en el almidon,
esta unidon da como resultado un color azul oscuro. La ausencia de este color indicaria la nula
presencia del almidon y por ende, la hidrdlisis por parte de la cepa (Mufioz M. A., 2014).

Para la capacidad proteolitica se utilizo la leche descremada como sustrato, en donde se
utilizé el azul de bromotimol como revelador, ya que al ser un indicador de pH, cuando el sustrato
se hidroliza hay un viraje de pH ligeramente acido a uno neutro, esto se notara ya que habra un
cambio de color en el medio, debido a que el azul de bromotimol al tener un pH menor a 6.0 es
de color amarillo. En el rango de pH 6.0 a 8.0 el medio virara a un color verde, a pH mayor de 8.0
el indicador cambia a un color azul (Alais y Lacasa, 2003).

Para conocer la capacidad hidrolitica de la enzima lipasa en las cepas se uso rojo de fenol
como revelador. De igual manera, es un indicador de pH. Si el pH es menor a 6.5 el vire sera a
un color amarillo, mientras que a pH mayor a 8.0, el vire sera a un color rojo. Al hidrolizarse los
sustratos tributirina o trioctanoina, habra produccion de 3 moléculas de acido por cada triglicérido.
Para el caso de la tributirina, se forma el acido butirico, y para la trioctanoina, se forma el acido

caprilico, los cuales modifican el color del medio (Allaert, y Escola, 2002).

La actividad enzimatica se reportd con una escala hedonica en la que (+ + +) significa la mayor

actividad enzimatica obtenida, (+ +) es considerado como una actividad enzimética media y (+)
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da a conocer que la actividad enzimatica es pobre; ya una sigla ( - ) significa que la cepa no tuvo
actividad enzimatica ante el sustrato probado (UNAD, 2016).

Seleccién de Cepas Hidroliticas

Para llevar una adecuada seleccion de cepas se consideraron diferentes aspectos como la

capacidad hidrolitica, de esporulacién, la morfologia macroscépica, y tincion Gram.

Esporulacion

Se llevé a cabo esta prueba para determinar la capacidad esporulante de las cepas aisladas. En
placas de 24 pozos se colocd 1mL de etanol estéril al 60% (v/v). Con un asa bacteriolégica se
inoculo solo uno de los pozos, repitiendo el proceso con el total de cepas aisladas (Harrold y col.,
2008).

Las placas se agitaron 200 rpm a 50°C por 1 hora segun Zhao y col., (2008). Pasado el
tiempo de agitacion, con un asa bacterioldgica se inocul6é cada pozo en placas Petricon 56 10
mL agar nutritivo.

Para asegurar que se obtuvieron cepas esporulantes, se les realiz6é una tincién de Wirtz-
Conklin para revelar esporas. Se hizo una fijacién de la cepa en un portaobjetos, seguido de una
tincion con el colorante verde de malaquita, donde, se flame6 por debajo del portaobjetos hasta
que el liquido del colorante soltara vapores, asi durante 4 minutos. Pasado este tiempo, se
enjuago con agua destilada, y después, se tifio con el colorante safranina por 1 minuto. Al finalizar

el tiempo, se retird el exceso con agua destilada.

Morfologia

El andlisis morfol6gico de las colonias de cepas aisladas se realiz6 segun la forma, elevaciéon y

los bordes que presentaban en agar nutritivo de acuerdo con la Figura 7 (Prescott y col., 2011).
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Forma

LI BEE N BN

Puntiforme  Circular  Filamentosa Granular Rizoide Fusiforme

Elevacion
— — P A T,
Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbilicada
Margen

Oh D E DL B D

Entera Ondulada Lobulada Dentada Filamenlosa Arrissada

Figura 7. Morfologia macroscopica colonial
(Prescott et al., 2011).

Tincién Gram

Para el analisis microscépico de las cepas se utilizé la metodologia descrita en (Bailey y col.,

2014) para realizar la tincion Gram.

Tamizaje Hidrolitico de Bacterias con Capacidades Esporulantes a Diferentes Valores de
pH

Una vez seleccionadas las cepas por su capacidad esporulante, morfologia macroscépica y
microscopica, tincion Gram, se realiz6 el tamizaje hidrolitico con las bacterias esporulantes en
diferentes rangos de pH usando como sustrato leche descremada, almidén, tributirina (TC4) y
trioctanoina (TC8).

Se utilizé el medio que se conformé de peptona al 0.3%, extracto de levadura al 0.3%,

agar al 2%y con los diferentes sustratos ya mencionados al 2%. Para medir la actividad amilolitica
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se evalud en pH 4.3, 7.0 y 9.0. Para la actividad proteolitica, los pH que se utilizaron fueron 5.3,
7.0y 9.0. En el caso para la actividad lipolitica, se utilizaron pH de 5.5y 8.0.

En placas estériles de 24 pozos se coloc6 1mL del medio de cultivo correspondiente para
cada actividad hidrolitica a medir. Finalizada la solidificacion del medio, se sembraron las cepas
seleccionadas por picadura. Las placas se incubaron por 24 horas a 37°C. Pasado el tiempo, se
revelaron las placas para medir la capacidad hidrolitica de amilasa y las de proteasa con sus
reveladores correspondientes.

La actividad enzimética se reportd con una escala hedonica donde (+ + +) significa la
mayor actividad (+ +) es considerado como una actividad amilolitica media y (+) da a conocer
gue la actividad enzimatica es pobre; ya una sigla ( - ) significa que la cepa no tuvo actividad

enzimatica ante el sustrato probado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de 144 cepas aisladas de diferentes puntos, de las cuales 62 de ellas
provienen del municipio de Ures, y las 82 restantes, corresponden al municipio de Hermosillo,
Sonora.

Tamizaje Hidrolitico

Las 144 cepas se sometieron a diferentes pruebas para seleccionar Unicamente las
bacterias con las capacidades proteoliticas, amiloliticas, lipoliticas y esporulantes, con excepcion
de las cepas aisladas de la curtiduria de pieles, ya que, el criterio de seleccién para ellas fue la
capacidad proteolitica, amilolitica y lipolitica, de las 82 cepas aisladas del municipio de
Hermosillo, 10 de ellas fueron aisladas de puntos considerados de curtiduria de pieles, de las
cuales 6 presentaron actividad de la enzima amilasa y 7 de ellas presentaron actividad

protealitica.

Seleccién de Cepas Hidroliticas

Eliminacién de Cepas Fungicas

Se excluyeron las cepas aisladas de la curtiduria de pieles en la prueba para eliminar las cepas
fungicas. De las 134 restantes cepas aisladas, fueron sometidas a un crecimiento en agar nutritivo

con donde se le afadié ketoconazol al 25% para inhibir el crecimiento de cepas fungicas.

Cepas Esporulantes

Las 134 cepas fueron expuestas a la prueba para obtener solo las cepas esporulantes. Siguiendo
la metodologia de (Zhao y col., 2008) se utilizaron los cultivos de 10 dias de las 134 cepas, y por
medio del método de lavado con etanol, se obtuvieron los siguientes resultados:

Del total de las 62 cepas provenientes de Ures, 32 de ellas tuvieron la capacidad de
esporular. En las cepas aisladas de Hermosillo, de 72 cepas, sélo 7 fueron cepas esporulantes.
Los resultados se resumen en las Tablas 3 y 4, donde se especifican la cantidad de cepas
aisladas correspondientes a las areas de donde se aislaron. En la Figura 8 se observa la tincion

de Wirtz-Conklin realizada para comprobar si las cepas eran esporulantes.
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Figura 8. Tincion de esporas de la cepa 20R1-A

Tabla 3. Cantidad de cepas aisladas en el rancho de Ures, Sonora.

Punto de Muestra Cantidad de Cepas Aisladas

10R 4

20R 8

1AB 6

2AB 4

1D 3

2D 4
Mixta 3
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Tabla 4. Cantidad de cepas aisladas en el rancho de Hermosillo, Sonora.

Punto de Muestra

Cantidad de Cepas Aisladas

AA2

AA3

AE4

AT2

AT1

Morfologiay Tincién Gram

Segun (Tortora y col., 2013) tanto para la morfologia macroscépica y microscopica, las bacterias
pueden ser catalogadas dependiendo de las caracteristicas que presente. El estudio de la
morfologia de las 49 cepas seleccionadas por su capacidad hidrolitica se muestran en las Tablas
5y 6, donde la forma que predomina mas son las colonias puntiformes, la elevacion plana fue el

mayor nimero obtenido y la mayoria de las cepas son traslucidas.

Se le realiz6 la tincion Gram como se observa en las Figuras 9y 10. Se catalog6 a las 49

cepas de interés. En la tabla 7 se muestran la cantidad de cepas que dieron Gram positivas G (+)

y el nimero de cepas que dieron Gram negativas (-).

Tabla 5. Morfologia macroscdépica de las cepas con capacidad hidrolitica.

Caracteristica Cantidad
Puntiforme Circular Filamentosa Granular
Forma
18 11 10 10
» Plana Elevada Convexa Umbilicada
Elevaciéon

24 5 16 5
Beige Blanco Traslucida Naranja

Color 8 19 21 1
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Tabla 6. Morfologia macroscopica del margen de las cepas con capacidad hidrolitica.

Caracteristica Cantidad

Entera Ondulada Lobulada Dentada Filamentosa Arrizada

Margen
17 9 4 9 7 3

Tabla 7. Tincibn Gram de las cepas con capacidad hidrolilica.

Caracteristica Cantidad

Gram positivas Gram negativas
32 17

Gram

Figura 9. Tinciébn Gram negativa, cepa PR-22.
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Figura 10. Tincion Gram positiva, cepa 1AB2-P.

Tamizaje Hidrolitico de Bacterias Esporulantes a Diferentes pH

Actividad proteolitica. Las proteasas pueden ser clasificadas dependiendo de las
capacidades que tienen en los diferentes rangos de pH como por ejemplo aquellas proteasas
acidas (trabajan en rangos e pH 3.0 a 5.0) y proteasas alcalinas (actian en rangos de pH de 8.0
a 10.0), y si son bioproducidas por microorganismos, le confieren capacidades de gran utilidad
para la industria, ejemplificando con las proteasas producidas por bacterias hal6filas o por las que
viven en simbiosis con otros organismos como plantas (Homaei y col., 2016).

En la Figura 11 se muestra el tamizaje proteolitico que se realizé a las cepas esporulantes
para conocer la capacidad preotolitica de cada una de ellas. En la columna seis se aprecian los
pozos de control que no han sido inoculado, de las columnas uno hasta la cinco, se inocularon
las cepas aisladas dando diferentes resultados. Entre mas verde se encuentre el pozo, tendra
una escala heddénica mayor. Se considerd negativo ( - ) el pozo que tenga la misma coloracion

que los controles no inoculados.
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Figura 11. Tamizaje proteolitico de las cepas aisladas de Ures y Hermosillo.

Del total de las cepas probadas, un aproximado de 18 cepas se consideraron de mayor
interés por su gran capacidad proteolitica en los diferentes valores de pH. Sugiere lbrahim y col.
(2015), que las proteasas con una mayor actividad y estabilidad son aquellas que actian en
rangos altos de alcalinidad, por su diversidad de usos y aplicaciones en la bioingenieria y
biotecnologia.

En otros estudios se han aislado bacterias a partir de suelos que son utilizados para la
agricultura. Saxena y col. (2014) aisl6 de suelos del Instituto central para la busqueda salinidad
en suelo 178 colonias, de las cuales solo 20 eran productoras proteasas que actuaban en pH
alcalinos.

Mageswari y col. (2016) aisl6 muestras de suelo del occidente de la region cercana al
Himalaya, obteniendo 22 cepas donde su temperatura de crecimiento 6éptima de 15°C, y ademas,
eran productoras de proteasas, seleccionando a la cepa Chryseobacterium sp que contaba con
las mayores actividades proteoliticas a temperaturas de 5°C a pH de 7.0.

Se tiene reportadas cepas de bacterias que presentan actividad proteoliticas como la cepa
Bacillus licheniformis aislada por Baraniya y col. (2016) aislada de los suelos de plantios de
manzanos, la cual era productora de proteasa alcalina.

Hmidet y col. (2009), que observaron el efecto del pH en la actividad proteolitica en la
cepa de Bacillus licheniformis aislada del fango, en donde la mayor actividad obtenida fue dentro
de los rangos de pH 7-12 y la actividad 6ptima fue cuando el pH era de 10.0, siendo esto de
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importancia ya que en la industria de los detergentes el pH utilizado en los procesos es de 9.0 -
10.0.

Raval y col. (2014) menciona que las proteasas alcalinas (pH de 8.0 -10.0) son de gran
utiidad en muchos sectores de la industria, como el del procesamiento del cuero o plumas,
produccion de alimentos, medicamentos y detergentes.

Phanse y col. (2013) indica que en la industria de los detergentes se ha incrementado el
costo del tratamiento de desechos alcalinos, por lo que consideran esencial la utilizacion de
enzimas alcalinas. Actualmente muchas industrias buscan adentrarse en una produccién mas
eco-amigable, introduciendo tecnologias sustentables mas limpias, y es por eso, que las enzimas
como las proteasas alcalinas se convierten en una herramienta importante para el ecosistema e
industrias (Brikiy col., 2016). En la Tabla 8 y 9 se presentan las cepas aisladas con y la capacidad
proteolitica que presentan en los diferentes rangos de pH.

De las 9 cepas aisladas de curtiduria de pieles, sélo 3 mostraron una mayor actividad
proteolitica en los diferentes pH, y una cepa mostro actividad pobre a pH de 9, mostrando que la
actividad de la proteasa no solo se limita a tener accion en pH alcalino como lo mostré6 Saxena y
col. (2014).

En las 40 cepas restantes, se logra a notar que la mayoria de las cepas no presentan la
actividad proteolitica pH acidos. Solo 15 de ellas tienen actividad, donde 7 de ellas presentan una
actividad pobre.

Tanto los aislamientos de Mageswari y col. (2016), Baraniya y col. (2016) y Hmidet y col.
(2009) presentan cepas con actividad proteolitica entre los rangos de pH 7-12, lo cual, concuerda
con los resultados obtenidos. De 40 cepas aisladas, 22 presentaron actividad proteolitica a pH 7
y pH 9, 3 cepas presentaron actividad para pH 7 pero no para pH 9 y solo una cepa presento
actividad proteolitica para pH9 y no para pH 7.

Estos resultados son de importancia, ya que reflejan la posibilidad de encontrar cepas
bacterianas que produzcan proteasas que tengan actividad proteolitica en rangos de pH 7 - 9, ya
que, como mencionan Phase y col. (2013) y Raval y col. (2014), la industria hace uso de las

proteasas alcalinas en gran medida en diferentes aplicaciones.
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Tabla 8. Capacidad proteolitica de las cepas aisladas de Ures.

No. Cepa pH7 pH5.3 pH9
1 2AB2-A ++ - ++
2 2D2-A - - -
3 1AB1-A ++ + +
4 20R2-A ++ ++ ++
5 10R1-A* + - +
6 10R1-A + - -
7 20R1-A* + - -
8 20R1-A +++ +++ ++
9 10R2-A - - -
10 1D2-A - - -
11 2AB1-A ++ + ++
12 1AB2-A - - -
13 1AB2-P +++ +++ +++
14 1AB1-P* +++ ++ +
15 10R2-P ++ + +++
16 1AB1-P +++ ++ +++
17 1AB2-P* ++ - ++
18 2D1-P + + -
19 2AB2-P +++ + +
20 20R1-P ++ - -
21 20R1-P* ++ - +
22 2D2-P - - -
23 20R2-P ++ + +++
24 20R2-P* ++ + +++
25 1D1-P + - +
26 MIX2-P - - -
27 20R1-4 + + ++
28 MIX2-4 ++ - -
29 1D2-P - - -
30 2AB2-P* - - -
31 MIX2-8 + - +
32 2D1-8 - - +
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Tabla 9. Capacidad proteolitica de las cepas aisladas de Hermosillo.

No. Cepa pH 7 pH 5.3 pH9
33 AA2-22 + - +
34 AA3-22 ++ +++ +++
35 AT1-21 - - -
36 AT1-11 + - ++
37 AT2-21 - - -
38 AT2-22 - - -
39 AE4-21 - - +
40 PR-22 +++ +++ +++
41 1-1k1 - - -
42 1-1k2 ++ ++ +++
43 1-2k1 - - +
44 1-3k1 - - -
45 1-3k2 - - -
46 2-2k1 ++ +++ +++
47 2-2k - - -
48 2-3k1 - - -
49 2-3k2 +++ +++ +++

De las 34 cepas con capacidad proteolitica destacan cinco cepas, presentando una
escala de (+ + +) en la actividad proteolitica a pH 9, asi como, una mayor actividad proteolitica a
pH de 7 y 5. El que estas cinco cepas tengan actividad proteolitica en el rango alcalino, las
convierte en candidatas potenciales para ser utilizadas en la industria de alimentos,
medicamentos y detergentes, o para procesos de degradacion de sustancias contaminantes del
medio ambiente.

Una ventaja de que estas cepas hayan sido aisladas de climas extremos y que tengan la
cualidad de ser cepas esporulantes es que la actividad de las enzimas que producen en su
metabolismo tiene mayor accién a diferentes condiciones no favorables, gracias a los diferentes
ecosistemas del suelo en los que la enzima ha interactuado con distintas condiciones

nutricionales en el suelo (Hu y col., 2016).

37



Actividad amilolitica. Por otro lado, para la actividad amilolitica se utilizé6 almidén como
sustrato evaluandose la actividad de la enzima en los rangos de pH de 4, 7 y 9. Sefiala (Asoodeh
y col., 2010), que las amilasas biosintetizadas por las bacterias muestran caracteristicas de
importancia mencionando la capacidad termofila, la termotolerancia y propiedades alcalinas y
acidas que son utilizadas en la produccion de alimentos, como también en industrias textiles y
farmacéuticas.

En la figura 12 se muestra el tamizaje hidrolitico que se realizé a las cepas esporulantes
para conocer la capacidad amilolitica. En la columna seis se aprecian los pozos de control que
no han sido inoculados, de las columnas uno hasta la cinco, se inocularon las cepas aisladas
dando diferentes resultados. Se considerd negativo ( - ) el pozo que poseia la misma coloracién
gue los controles no inoculados que en su caso fueron de un color café oscuro. Entre mas grande

sea el halo de hidrélisis, mayor serd el valor asignado en la escala hedénica.

Figura 12. Tamizaje amilolitico de las cepas asiladas de Ures y Hermosillo.

De suelos se han aislado cepas de bacterias productoras de amilasas. Choubane y col.
(2016) aislaron cepas de bacterias amiloliticas a partir de suelo en donde se encontraban
diferentes especies de plantas, encontrando que las bacterias aisladas de rizosferas de regiones
aridas eran las mayores productoras en comparacion de las demas bacterias aisladas en su
estudio.
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En muestras de suelos se pueden aislar microorganismos productores de las
B-amilasas como la bacteria reportada por Mihajlovski y col. (2016) Paenibacillus chtinolyticus
CKS1, la cual usaba melaza como su sustrato.

Hay bacterias productoras de a-amilasa aisladas de suelos como en el estudio de Abd y
col. (2015) donde aislé de muestras de suelo 133 cepas bacterianas y solo 33 tuvieron actividad
amilolitica, resaltando que la Bacillus amyloliquefaciens asilada fue la que presenté la mayor
actividad amilolitica.

También Shukla y Singh (2015) asilé a partir de suelos cercanos de aguas termales la
cepa Laceyella sacchari TSI-2, la cual era productora de a-amilasa que presentaba estabilidad a
temperaturas dentro de los rangos de 50°C a 80°C y a pH dentro de los rangos de 6.0 a 9.0.

Roy y Mukherjee (2013) indican que la a-amilasa con actividad a pH mayores a 8.0 y
temperaturas altas de hasta 75°C, son ampliamente utilizadas en el proceso de sacarificacion
del almidén, produccion de bioetanol y detergentes. Por otro lado, otro uso importante de las
amilasas es la obtencion de maltosa a partir de la hidrdlisis del almidon, que es utilizado en
aplicaciones alimenticias, farmacéuticas y quimicas. En la Tabla 10 y 11 se presentan las cepas
aisladas con y la capacidad proteolitica que presentan en los diferentes rangos de pH.

De las 9 cepas aisladas de curtiduria de pieles, la actividad en pH dentro de los rangos 7
- 9 es mayor que la actividad presentada en pH 4, ya que solo 3 cepas pudieron ser capaces de
tener actividad a ese pH. Sin embargo, la actividad amilolitica tanto para pH 7 y 9 que presentaban
las cepas en su gran mayoria era de actividad pobre. Si se comparan los resultados de las cepas
aisladas de ambientes agricolas, la actividad amilolitica en la mayoria de las cepas era
considerada de mayor actividad, y esto concuerda con los resultados de Choubane y col. (2016).

En las 40 cepas aisladas de ambiente de ganado vacuno, 35 presento actividad amilolitica
en pH 4, 7y 9; 2 cepas presentaron actividad para pH 4y 9 y otras 2 para pH 4 y 7, por ultimo,
solo una cepa present6 actividad amilolitica en pH 7 y 9. Estos resultados reflejan que las cepas
aisladas de ambiente agricola presentan actividad amilolitica en un amplio rango de pH, parecido
a los de la cepa asilada por Shukla y Singh (2015). Existiendo la posibilidad de utilizar las cepas

aisladas en la industria (Roy y Mukherjee, 2013).
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Tabla 10. Capacidad amilolitica de las cepas aisladas de Ures.

No. Cepa pH7 pH 4 pH9
1 2AB2-A ++ ++ +
2 2D2-A + + +
3 1AB1-A ++ ++ ++
4 20R2-A ++ + +
5 10R1-A* ++ + +++
6 10R1-A ++ +++ +++
7 20R1-A* ++ ++ ++
8 20R1-A ++ ++ +
9 10R2-A + ++ -
10 1D2-A ++ + ++
11 2AB1-A ++ +++ +
12 1AB2-A ++ ++ +++
13 1AB2-P + + +
14 1AB1-P* ++ + +++
15 10R2-P + ++ +
16 1AB1-P + ++ +
17 1AB2-P* +++ ++ ++
18 2D1-P + ++ ++
19 2AB2-P + ++ +
20 20R1-P + ++ +
21 20R1-P* + + +
22 2D2-P ++ ++ +
23 20R2-P ++ + ++
24 20R2-P* ++ + +
25 1D1-P +++ + ++
26 MIX2-P - + +
27 20R1-4 + e +
28 MIX2-4 ++ + ++
29 1D2-P + ++ ++
30 2AB2-P* + ++ +
31 MIX2-8 + ++ +
32 2D1-8 + ++ ++
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Tabla 11. Capacidad amilolitica de las cepas aisladas de Hermosillo.

No. Cepa pH7 pH4 pH9
33 AA2-22 + ++ +
34 AA3-22 +++ +++ +++
35 AT1-21 ++ ++ +
36 AT1-11 - ++ +++
37 AT2-21 ++ ++ +
38 AT2-22 ++ + -
39 AE4-21 - ++ +
40 PR-22 ++ - +++
41 1-1k1 + - +
42 1-1k2 ++ - +++
43 1-2k1 - - -
44 1-3k1 ++ ++ ++
45 1-3k2 + - ++
46 2-2k1 ++ + +
47 2-2k - - +
48 2-3k1 + + +
49 2-3k2 ++ - +++

De las 49 cepas evaluadas para la actividad amilolitica, 20 cepas fueron de interés por
destacar en los diferentes rangos de pH probados, contando con cinco de ellas que fueron en su
mayoria (+ + +) en la escala heddnica utilizada. Conforme a lo mencionado, existe un gran
potencial para que estas cinco cepas, por su buena capacidad amilolitica, puedan ser utilizadas

en la industria alimentaria, farmacéutica, de textiles, etc.

Actividad lipolitica. Se utilizaron rangos de pH de 5.5 y 8.0 considerando que el rojo de
fenol, el cual es utilizado como revelador de la prueba, vira al color amarillo debajo de 6.5 de pH
y se torna color rojo/guinda cuando el pH es mayor a 8.0.

En la Figura nimero 13 se muestra el uso de la tributirina como sustrato a un pH 8, ya que

fue el pH en el cual hubo una accion lipolitica. En la columna seis se aprecian los pozos de control
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gue no han sido inoculados, de las columnas uno hasta la cinco, se inocularon las cepas aisladas

dando diferentes resultados.

Figura 13. Tamizaje lipolitico con tributirina de las cepas aisladas de Ures y Hermosillo.

En la Figura 14, se puede notar que se utilizd6 como sustrato la trioctanoina a un pH 8. Los
resultados de todas las cepas probadas en la placa dieron una coloracion como la de los controles
no inoculados que se encuentran en la columna seis.

Se considerd negativo ( - ) el pozo que tenga la misma coloracién que los controles no
inoculados que en su caso seran de un color guinda. Entre mayor sea el viraje de color de rojo a

amarillo, mayor sera la escala hedoénica que la cepa obtenga.
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Figura 14. Tamizaje lipolitico con trioctanoina de las cepas aisldas de Ures y Hermosillo.

De las 49 cepas evaluadas con ambos sustratos y a los diferentes valores de pH, sélo
nueve de ellas mostraron baja actividad para la tributirina a pH 8. Este comportamiento puede
atribuirse a que la tributirina es un triglicérido mas facil y eficiente de hidrolizar por la enzima
lipasa, debido a que la cadena de carbonos es corta en comparacion con la trioctanoina, ya que,
la enzima tiene una mayor funcién hidrolitica cuando el pH esta mas cercano a 7.0 (Camacho y
col., 2005).

En general, de las cepas aisladas tanto en Ures y como en Hermosillo, Sonora, no se
encontré ninguna lipolitica importante, en comparacion con la actividad proteolitica y amilolitica.
En el estudio de Gutiérrez y col. (2016) se aislaron bacterias a partir de suelos de salineras.
Halomonas sp fue la cepa que mayor actividad obtuvo en la degradacion de tributirina a un pH
Optimo entre los rangos 6.2 - 7.5, utilizando concentraciones altas de sal para solo tener
crecimiento de bacterias haldfilas.

De muestras de suelo de un parque recreativo en China, Yang y col. (2016) aislaron la
cepa Burkholderia ubonensis SL-4 la cual mostré la mayor actividad lipolitica del estudio. El rango
Optimo de actividad era a un pH de 8.5 a una temperatura de 65°C, mostrando la termoestabilidad
de la enzima.

De igual manera Gricajeva y Kalediene (2016) a partir de muestras de suelo contaminado
con aceite aislaron a las cepas Bacillus pumilus y Bacillus stratosphericus, observando que son

productoras de lipasas con una actividad optima a pH 9.0 y temperatura dentro del rango de 30 -
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35°C. Dentro del estudio observaron que las cepas tenian un gran potencial en procesos de
emulsificacion.

Menciona Horchani y col. (2012) que las lipasas bioproducidas por microorganismos
tienen un gran potencial que es utilizado en diferentes aplicaciones asi como en industrias como
la alimentaria, industria de lacteos, farmacéutica, detergentes, textiles, produccién de biodiesel,
etc. Sefiala Ulker y Karaoglu (2012) que las lipasas son producidas por diferentes organismos,
pero que las que son utilizadas en la biotechologia son obtenidas de bacterias y hongos. Sin
embargo, hace resaltar que preferentemente se utilizan a los hongos filamentosos ya que son
una fuente de lipasa que se secreta de manera extracelular. En la Tabla 12 y 13 se presentan las
cepas aisladas con y la actividad lipolitica que presentan en los diferentes rangos de pH.

En las cepas aisladas de curtiduria de pieles, ni una de las 9 cepas presenté actividad
lipolitica para tributirina o trioctanoina. Las muestras aisladas de curtiduria de pieles no fueron
colectadas de suelo, lo cual puede ser objeto de comparacién con los resultados de Gutiérrez y
col. (2016), ya que el obtuvo aislamiento de cepas hal6filas con actividad lipolitica en tributirina,
y este estudio puede mostrar como las condiciones en donde estén presentes las bacterias
modifica la produccién de enzimas.

De las 40 cepas aisladas de ambiente de ganado vacuno, s6lo nueve presentaban
actividad lipolitica a tributirina en pH 8. Tres de ellas presentaban actividad media y las seis
restantes presentaban actividad pobre. Los aislamientos de Yang y col. (2016) y Gricajeva y
Kalediene (2016) muestran como las cepas productoras de lipasas tenian actividad 6ptima a pH
8.5 - 9, lo cual concuerda con los resultados obtenidos ya que no hubo actividad lipolitica de
tributirina a pH 5.5.
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Tabla 12. Capacidad lipolitica de las cepas aisladas de Ures

No. Cepa TC4 pH5.5 TC4 pH 8 TC8 pH 5.5 TC8 pH 8
1 2AB2-A - ++ - -
2 2D2-A - - - -
3 1AB1-A - - - -
4 20R2-A - - - -
5 10R1-A* - - - -
6 10R1-A - - - -
7 20R1-A* - - - -
8 20R1-A - - - -
9 10R2-A - - - -
10 1D2-A - - - -
11 2AB1-A - - - -
12 1AB2-A - - - -
13 1AB2-P - - - -
14 1AB1-P* - - - -
15 10R2-P - - - -
16 1AB1-P - - - -
17 1AB2-P* - + - -
18 2D1-P - - - -
19 2AB2-P - + - -
20 20R1-P - - - -
21 20R1-P* - + - -
22 2D2-P - - - -
23 20R2-P - + - -
24 20R2-P* - - - -
25 1D1-P - - - -
26 MIX2-P - ++ - -
27 20R1-4 - - - -
28 MIX2-4 - - - -
29 1D2-P - - - -
30 2AB2-P* - - - -
31 MIX2-8 - - - -
32 2D1-8 - - - -
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Tabla 13. Capacidad lipolitica de las cepas aisladas de Hermosillo

No. Cepa TC4 pH5.5 TC4 pH8 TC8 pH5.5 TC8 pH8
33 AA2-22 - - - -
34 AA3-22 - - - -
35 AT1-21 - + - -
36 AT1-11 - - - -
37 AT2-21 - - - -
38 AT2-22 - - - -
39 AE4-21 - + - -
40 PR-22 - ++ - -
41 1-1k1 - - - -
42 1-1k2 - - - -
43 1-2k1 - - - -
44 1-3k1 - - - -
45 1-3k2 - - - -
46 2-2k1 - - - -
47 2-2k - - - -
48 2-3k1 - - - -
49 2-3k2 - - - -
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logro aislar cepas de microorganismos hidroliticamente activas que

provenian de ambientes de ganado vacuno de los municipios de Ures y Hermosillo, Sonora.

Se hizo una seleccién de cepas provenientes de los municipios de Ures y Hermosillo que
presentan capacidad esporulante y se logré realizar tamizajes enzimaticos para concer sus

actividades amiloliticas, proteoliticas y lipoliticas.
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