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RESUMEN 

El presente trabajo estudia las proteasas alcalinas producidas por dos bacterias termófilas designadas como BP-2 y BP-4. Estas fueron 
aisladas de sedimentos de los géiseres de Candarave, mostrando capacidad proteolitca en medio sólido. La cepa BP-2 mostró un diá-
metro de 46 mm del halo de hidrólisis aso °C, mientras que la cepa BP-4 mostró un diámetro de 85 mm del halo de hidrólisis a 60 C. Las 
bacterias seleccionadas BP-2 y BP-4 degradaron 2,9 g/L de caselna en un tiempo estimado de 51 horas de incubación y1,5 g/L de caseí-
na en 52 horas de incubación, respectivamente (concentración inicial de 10 g/L de caseína). La máxima actividad proteolitica se alcanzó 
al final de la fase logarítmica y comienzo de la fase estacionaria en las dos bacterias. Los extractos proteoliticos producidos portas bacte-
rias BP-2 y BP-4 actuaron a una temperatura óptima estimada de 57 °C y 64 °C, con un pH optimo alcalino de 7,7 y 8,0 respectivamente. 
Del análisis de las secuencias del gen ARNr165 de cada bacteria se determinó que la bacteria BP-2 tiene 99% de identidad con la especie 
(beatos licheni formis y la bacteria BP-4 tiene un 99% de identidad con la especie Geobacillusthermapari finivorans. 

Palabras claves: Proteasas alcabnas, bacteria termófila, Bacillus licheniformis, Geobocillus thermoparaffinivorons, ARNr16S. 

ABSTRACT 

This paper studies the alkaline proteases produced by thermophilic bacteria designated as BP-2 and BP-4. These were isolated from 
sediments Candaravegeysers, which ware shown to have proteolytic capacityon solid medium. BP-2 strain had a dameterof 46 mm the 
hydrolysis halo at 50 °C, while BP-4 strain shokved a diameter of 85 mm the hydrolysis halo at 60 C. Bacteria selected BP-2 and BP-4 
degraded 2,9 g/L casein in an estimated 51hour incubaaon ame and 1,5 g/L casein in 52 hours of incubation, respectively (inifial concen-
traban of 10 gil_ casein). The maximum proteolytic activky was reached at the end of the log phase and early stafionary phase in both 
bacteria. Proteolytic extracts produced by BP-2 and BP-4 bacteria acted to an estimated optimum temperature of 57 °C and 64 °C, with 
an alkaline pH optimum of 7,7 and 8,0 respectively. Sequence analysis of the 165 rRNA gene of each bacterium was determinad that the 
BP-2 bacterium has 99% identity to the species Bacillus licheniformis bacteria and BP-4 have 99% identity with Geobocillus 

thermopararyiniyoransspecies. 

Keywords:Alkaline proteases, thermophilic bacterium, Saciaos licheniformis, Geobacillus thennoparaffiniyorans,165rRNA. 

INTRODUCCIÓN 

Los termófilos son microorganismos que están adap-
tados para crecer óptimamente a temperaturas altas (45 °C a 

110 °C) (Castillo, 2005). Como consecuencia, estos poseen 
propiedades mattomoleculares únicas a altas temperaturas ya 
que poseen elevadas tasas metabólicas, sus enzimas fisicamen-
te y químicamente estables con altos rendimientos del produc-

to final (Kikani et aZ, 2010). Las bacterias termófilas son las 
principies fuentes de enzimas termoestables, suficientemente 
ventajosas para la industria (KilianietaL, 2010). 

Debido al crecimiento de la industrialización, la  

demanda de enzimas termoestables ha aumentado enorme-
mente, por su alta termoestabilidad y la viabilidad de los 
procesos involucrados. Las proteasas constituyen una de las 
principales enzimas para la industria, alcanzando más del 
60% en el mercado mundial. Se utiliza especialmente en la 
industria alimentaria, farmacéutica, textil y cuero (Rao et ah, 

1998). 
El presente trabajo tiene como objetivo principal 

caracterizada capacidad proteolitica de dos bacterias termó-
filas (BP-2 y BP-4) aisladas en los géiseres de Calientes-
Candarave, Tacna-Perú, lugar más alto del mundo (Cruz el 

42010) por lo que es de gran importancia e interés científi- 
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Aislamiento y actividad enzimática en medio sólido 
Las bacterias (BP-2 y BP-4) fueron aisladas de los 

sedimentos de los géiseres de Calientes, Candarave, ubica-
dos en la Cordillera Occidental, en el sur del Perú, 217° 15' 
30" de latitud sur a 4400 m.s.n.m. (Cruz etd, 2010). En dicha 
zona se muestreamn ocho géiseres, cuya temperatura varió 
entre 50 y 84°C y el pH entre 6,2 y 7,5. 

Las muestras fueron pre-enriquecidas en medio LB 
(Triptona 10 g, extracto de levadura 5 g y NaC110 g) a un pH 
de 7 (Remigio el 42012), incubándose a 60°C por 48 horas. 
Posteriormente dichas muestras han sido sembradas en agar 
(leche descremada, NaCI 1 g, 1C214PO4  1 g, MgSO4. 71-120, 
extracto de levadura 0,5 g y agar 15 g) (Zilda et al, 2012) e 
incubadas a 60°C por 48 horas, con el propósito de observar 
el halo de hidrólisis. Las bacterias que presentaron halo de 
hidrólisis fueron purificadas y conservadas medio sólido LB. 
Se evaluó el halo de hidrólisis de las bacterias seleccionadas a 
50 y 60 °C por 96 horas. 

Evaluación de la degradación de la caseína 
Los Matraces de 500 mL con 250 mL de medio de 

producción de proteasa (caseína 10 g/L en buffer Tris HC1, 
pH 7,2) fueron inoculados en un 10% (v/v) de caldo LB con 
crecimiento bacteriano de 107 cel/mL (Ghobadi etal, 2009). 

Se determinó la concentración de proteína inicial y 
final durante 72 horas, evaluándose en un intervalo de 12 
horas, según el método de Bradford (Bradford, 1976). Ade-
más se realizó el recuento de bacterias utilizando la cámara de 
Neubawer. El extracto crudo se logró obtener mediante la 
centrifugadón del medio de fermentación a 7000 rpm duran-
te 30 min. El sobrenadante se utilizó para el ensayo de la 
actividad proteolínca. Para lo cual se añadió 100 tiL de extrac-
to crudo en 1000 tild con 1% de caseína en buffer fosfato 50 
mM (pH 6 y 7)y buffer Tris HC150 mM (pH 8 y 9) (Aciel etaL, 
2012), determinándose el pH óptimo de la actividad a tempe-
ratura de 55 y 60 °C para las bacterias BP-2 y BP-4 respectiva-
mente. Para la determinación de la temperatura óptima se 
evaluó los valores de 45, 55,65 y 75 °C con un pH de 7,2. 

Extracción de ADN y análisis del secuenciamiento del 
ARNr I6S 

Para la extracción del ADN genómico de las bacte-
rias termófdas proteoliticas seleccionadas se utilizó el kit 
Wizard Genornic DNA Purification, siguiendo el protocolo 
del fabricante. A partir del ADN genómico se obtuvo los 
genes ARNr 16S de cada bacteria seleccionada por Macro-
gen Inc Las secuencias de nucleótidos fueron comparadas a 
la base de datos del NCBI GenBank (The National center 
for Biotecnology Information) usando BLAST N (Basic 
Local Alignment Search Tool). 

RESULTADOS 

Aislamiento y actividad enzimática comedio sólido 
Luego de seleccionar las dos bacterias termóftlas en 

medio agar leche descremada, dichas bacterias presentaron 

con capacidad prottollüca aislados en los géiseres de Candasave. Tacria.Perú, 

un mayor halo de hidrólisis, indicando la hidrólisis de la 
caseína producida por la enzima proteasa. 

La bacteria BP-2 mostró un mayor diámetro de halo 
de hidrólisis a 50°C (46 mm) y la bacteria BP-4 mostró un 
diámetro mayor a 60 °C (85 mm). 

Caracterización de las bacterias proteoliticas 
El crecimiento bacteriano y la actividad enzimática 

evaluada por la degradación de la caseína de los cultivos 
seleccionados se incrementaron gradualmente a medida que 
avanzó el tiempo de incubación, mostrando la máxima acti-
vidad de la enzima después de las 48 horas de incubación al 
inicio de la fase estacionaria del crecimiento bacteriano. 
(Figura 1). 
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Figura I. Crecimiento bacteriano de los cultivos BP-2 y BP-4 
n el medio de producción. 

Las bacterias BP-2 y BP-4 degradaron 2,9 g/L de 
caseína, en un tiempo estimado de 51 horas de incubación y 
1,5 g/L de caseína a las 52 horas de incubación, respectiva-
mente. (Figura 2). 

Figura 2. Proteínas hidrolizadas versus Tiempo de fermen 
tación de los extractos proteoliticos producidos por las 
bacterias BP-2 y BP-4. 

Determinación de las condiciones óptimas de la hidró-
lisis 

La temperatura de hidrólisis óptima estimada obte-
nida de la ecuación del modelo de regresión pobnomial 
(figura 3) resultó 57°C con una concentración de proteínas 
hidrolizadas de 0,7 g/L para el cultivo BP-2 y64 °C con una 
concentración de proteínas hidrolizadas de 0,6 g/L para la 

Naquichc, A. el al. Caractenzación de dos bacterias iennótilas (I3P-2 y BP-4) 

co conocer la biodiversidad de este ambiente. 

MATERLkLY MÉTODOS 
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Figura 3. Proteínas hidrolizadas versus temperatura de 
reacción del extracto proteolítico producidos por las bacte-
rias BP-2 y BP-4. 

Figura 4. Proteínas hidrolizadas versus pH de reacción del 
extracto proteolíticoproducido podas bacterias BP-2yBP-4. 

bacteria BP-4. 
El pH óptimo de reacción para el extracto proteoliti-

co producido por el cultivos BP-2 fue de 7,7, con una con-
centración de proteínas hidrolizadas de 0,8 g/L y 8,0 y una 
concentración de proteínas hidrolizadas de 0,6 g/L para el 
cultivo BP-4 (figura 4),Io que indica que pueden ser clasifica-
das como proteasas alcalinas. 

DISCUSIÓN 

La formación del halo de hidrólisis alrededor de las 
colonias seleccionadas es resultante de la actividad proteolí-
tica en medio sólido (Habib et ah, 2012) a temperatura de 
incubación de 50 y 60°C. Los cultivos BP-2 y BP-4 seleccio-
nados tienen la capacidad de producir proteasas extracelula-
res en el medio agar leche descremada. Este es un medio 
complejo donde los nutrientes no se encuentran de manera 
libre, por lo que ambos cultivos produjeron esta enzima para 
obtener los nunientes necesarios (García etaL,1992). 

El tiempo de incubación juega un papel importante 
en la producción entimática. En el presente trabajo, la activi-
dad máxima de la enzima y la degradación de la caseína fue 
observada poco después de las 48 horas de incubación, al 
inicio de la fase estacionaria del crecimiento bacteriano. Los  

cultivos BP-2 y BP-4 lograron degradar una concentración 
de 2,9 g/L de caseína en un tiempo estimado de 51 horas de 
incubación y 1,5 g/L de caseína a las 52 horas de incubación 
respectivamente. Estos resultados se ajustan con las obser-
vaciones hechas por Sevinc y Demirkan (2011) y Swamy etaZ 
(2012) en donde h máxima actividad de la proteasa produci-
da por Badilas sp. y Comomanar kerstersii se produjo al final de 
la fase exponencial y al inicio de la fase estacionaria. Sin 
embargo, según Qadar el al (2009) informó que Badilas 
subtilis3441 presentó una máxima actividad alas 72 horas. La 
producción de la enzima proteasa puede estar directamente 
vinculada con el metabolismo activo del cultivo bacteriano 
(Kanchana & Padmavathy, 2010). Además, Gupta 
eta,. (2002) informaron que la producción de proteasa extra-
celular está relacionada con la deficiencia de nutrientes al 
principio de la fase estacionaria. 

En la determinación de las condiciones óptimas de 
hidrólisis de proteína, se obtuvo proteasas termoestables, 
con valores de temperatura de 57 y 64 °C para bacterias BP-2 
y BP-4, estando dentro del rango establecido por Satyanara-
yana el al. (2013) (50 a 85 °C) para ser consideradas como 
tales. Así mismo resulta coincidente con otras investigacio-
nes de proteasas bacterianas; reportándose una temperatura 
óptima de 55°C para Bacillussp. PCSIR (Swamy et ah, 2012) y 
una temperatura óptima de 60 °C para Badilas lichemformis 
(Olajuyigbe y Ajele, 2008), mientras que para las especies de 
Geobadllas la temperatura óptima fluctúa entre 50 y 70 °C 
(1-lawumba et al, 2002). 

El pH óptimo de la mayoría de las proteasas termóti-
las se ha encontrado en el rango de 6,0 a 12,0, lo que con-
cuerda con los resultados obtenidos para la bacteria BP-2 y 
BP-4 obteniéndose valores de 7,7 y 8,0 respectivamente, 
estos hechos indican que pueden ser gasificados como 
proteasas alcalinas (Rae e/ al. 1998). Ageitos (2011) reportó 
un pH óptimo de 6 a 7,5 para la actividad de la proteasa en 
Badilas &henbeonais USC 13, mientras que Zhu et al (2007) 
reportaron un pH para la actividad proteolítica de Geabatillus 
sp. YMTC 1049 entre 6a 9. 

El pH óptimo es un parámetro que tiene gran rele-
vancia para determinar el uso de la enzima, en este caso, 
ambas proteasas tienen gran importancia, ya que ocupan el 
25 % del mercado mundial de comercialización de enzimas 
(Roo etd, 1998). Estas propiedades de las proteasas alcalinas 
bacterianas las hacen adecuadas para su uso en la industria 
(Isba, 2013). 

La identificación de las bacterias seleccionadas fue 
realizada mediante el análisis de la secuencia del gen ARNr 
16S. La identidad de las secuencias obtenidas fueron compa-
radas en la base de datos del Natianal Center 1.  Biatecbmology 
Informa/ion (NCBI) a través del BLAST N, resultando la 
bacteria BP-4 con un 99 % de identidad con Geobadllas tber-
Inarof finivorans, lo cual concuerda con las características 
macroscópicas y microscópicas observadas para el género 
Geobacillus en la bacteria BP-4. Además, especies de Geobad-
Has han sido aisladas frecuentemente de aguas termales 
(Malhotra aZ, 2000; Noorwez e/ al., 2006., Obeidat e/ al., 
2012). 

Mientras que para la bacteria BP-2 se obtuvo un 
99% de identidad para especie Bmillur lichentitirmir. Las carac-
terísticas fenotípicas reportadas por esta especie concuerdan 
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