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Resumen

El objetivo de la presente investigacion es determinar la halotolerancia y sintesis enzimatica de
Pseudomonas cf. fluorescens. Para evaluar la halotolerancia, se cuantifico el crecimiento celular
en2 M, 3 My 4 MNaCl a 30°C. También se evalud la sintesis enzimatica extracelular proteolitica,
amilolitica y lipolitica mediante halos de produccion. Se determind que el tratamiento a 4 M a
30 °C fue el mejor en los ensayos de halotolerancia, con una velocidad de crecimiento (p) 0.048
h*, tiempo de duplicacion (td) 14.55 h y a una densidad celular de 5 906 666 + 305 505 cel/mL. La
sintesis proteolitica fue la mas alta (halo de 30+0.82 mm), seguida por la produccion de amilasas
(halo de 22.5+1.73 mm), no se observoé actividad lipolitica.

Palabras claves: Amilasa, halotolerancia, lipasa, proteasa, Pseudomonas cf. fluorescens, sintesis
enzimatica.

Abstract

The goal of this research is to determine the halotolerance and enzymatic synthesis of Pseudomonas
cf. fluorescens. To evaluate halotolerance, cell growth was quantified in 2 M, 3 M and 4 M NaCl at
30°C. Also, the extracellular proteolytic enzyme synthesis, amylolytic and lipolytic was evaluated
by halos of production. The treatment of 4 M to 30°C was the best Halotolerance assay, with a
growth rate (p) 0.048 h', doubling time (td) 14.55 h and a cell density of 5 906 666 + 305 505
cell/mL. Proteolytic synthesis was the highest (halo 30 + 0.82 mm), followed by the production of
amylases (halo of 22.5+1.73 mm), the lipolytic activity was not observed.

Keywords: Amylase, enzimatic synthesis, halotolerant, lipase, protease, Pseudomonas cf.

enzimatica en Pseudomonas cf. fluorescens aislada de

fluorescens, sustrate.

Introduccion

Para el aprovechamiento de la sintesis proteica o de las
actividades celulares que realizan los microorganismos,
cuyos productos de interés sirvan para el uso a nivel
industrial, es necesario aislar y caracterizar los
biovares presentes en sus ambientes nativos. Este
proceso de aislamiento permite una seleccion estricta
de aquellos microorganismos adaptados a su medio y
que pueden ser candidatos potenciales en aplicaciones
biotecnolégicas (Saxena, 2015).

Las enzimas provenientes de la fraccion extracelular
de microorganismos haléfilos extremos y de halofilos
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moderados, son muy estables y funcionales en
presencia de concentraciones salinas elevadas,
en estas condiciones, la mayoria de las enzimas
no haldfilas sufren agregacion y adoptan una
conformacion no funcional (Ventosa, Nieto & Oren,
1998). En consecuencia, crece el interés por conocer
la diversidad enzimatica de microorganismos halofilos
(Bertus, 2003).

Las enzimas hidroliticas producidas por microorganismos
haléfilos son utilizadas en la industria farmacéutica
para la elaboracion de algunos medicamentos como
antibioticos, hormonas y pesticidas (Joshi et al., 2000;
Sudge, Bastawde, Gokhale, Kalkote & Ravindranathan,
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1998), también han sido usadas para el tratamiento de
superficies marinas contaminadas con petréleo (Stosz,
Weiner & Coyne, 1995).

El descubrimiento de nuevas especies extremofilas
y la especificacion de las secuencias de sus genomas
proveen una ruta para la caracterizacion de nuevas
enzimas, lo que potencialmente podria conducir a
aplicaciones tecnoldgicas novedosas (Gupta, et al.,
2005). Una de las aplicaciones mas importantes y
actuales en biotecnologia consiste en la produccion de
enzimas hidroliticas, tales como celulasas, amilasas,
lipasas, proteasas, nucleasas y pululanasas, estables
en condiciones extremas.

Entre las bacterias halofilas, las moderadas
representan el grupo mas comin. En ambientes
hipersalinos se encuentran en mayor frecuencia
representantes de bacterias Gram negativas,
anaerobios facultativos o aerobios, incluyendo a los
géneros Pseudomonas, Agrobacterium, Aeromonas y
Vibrios (Martinez, Quesada, Martinez & Béjar, 2004).

La caracteristica principal de las bacterias halofilas
es su dependencia al NaCl, donde las concentraciones
salinas Optimas para su crecimiento varian entre
las distintas especies, desde 0.5 M a 5 M de NaCl,
habiéndose determinado que tal requerimiento
es directamente dependiente del aumento de la
temperatura y la concentracion de nutrientes
presentes en el medio (Canovas, Vargas, Csonkja,
Ventosa & Nieto, 1996).

Pseudomonas fluorescens es un bacilo recto o
ligeramente curvado, aerobio estricto y movil
gracias a los flagelos polares que posee, con reaccion
positiva a la actividad de oxidasa (Brenner, Krieg &
Staley, 2005). El presente trabajo tuvo como objeto
determinar la halotolerancia y la sintesis enzimatica
extracelular de P cf. fluorescens, aislada de las
lagunas de Ecuasal, en la provincia de Santa Elena,
Ecuador.

Materiales y métodos

Material biolégico

Las muestras utilizadas en el presente estudio fueron
colectadas de las lagunas de Ecuasal, en la estacion
Pacoa. Se encuentran localizadas en la provincia de
Santa Elena, en el suroeste del Ecuador, a menos de
200 m de la linea costera del Océano Pacifico (Latitud
02°13.807 y longitud 080°57.748). Estas piscinas estan
ubicadas en un area semi-desértica (Red Hemisférica
de Reservas para Aves Playeras [RHRAP], 2009) y son
de origen artificial.

Las muestras colectadas en la estacion Pacoa (n= 6),
fueron tomadas del suelo de las piscinas evaporadoras
empleando nucleadores esterilizados, posteriormente
se transportaron en hieleras temperadas a 4°C hasta
el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil.
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Aislamiento e identificacion

Se suspendieron 20 g de suelo en 100 mL de agua de
mar filtrada y esterilizada, se tomaron 100 pL de esta
suspension para ser sembrados por desgaste en placas
con agar King B: Agar 20.0 g; Peptona 15.0 g; K,HPO,
anhidro 1.5 g; MgSO,.7H,0; glicerol 15.0 mL y 1000
mL H,0, suplementado con la solucion de sales: NaCl
205.2 g; 36 g MgCl,. 6H,0; 52 g MgSO,. 7H,0; 0.8 g
CaCl,. 2 H,0; 5.2 g KCL; 0.2 g NaHCO,; 0.6 g NaBr; 2.5
mL FeCl, 6H,0 al 0.5% (p/v); 1000 mLH,0 (Rodriguez,
1993) al 5% (p/v) y 30% (p/v), con pH 7 e incubado
a 30°C.

Para determinar la especie, se realizaron las siguientes
pruebas: Crecimiento a 37°C y 42°C, licuefaccion
de la gelatina, arginina dihidrolasa, oxidacion de
la glucosa, oxidacion de la lactosa, oxidacion del
manitol, motilidad, prueba de indol, citrato Simmons
y citocromo oxidasa, las cuales han sido descritas
para P. fluorescens (Forbes, Sahm & Weissfeld, 2009;
Cowan, 1974). Se realizaron cinco réplicas de cada
prueba y un testigo (sin inoculo), ajustandose a una
salinidad de 70 ppt NaCl.

Ensayo de Halotolerancia

La prueba de halotolerancia se realizd mediante una
cinética de crecimiento en 30 mL de medio King B
suspendido con NaCl a 2 M, 3 My 4 M por triplicado
con un inoéculo inicial de 600 000 células/mL para cada
réplica. Se realizé un control negativo para cada uno
de los tratamientos con el mismo volumen final y en
ausencia de inoculo.

El conteo celular para los tratamientos se lo realizd
cada seis horas hasta la declinacion del nimero de
células utilizando la camara de Neubauer.

Una vez obtenidos los resultados de la cinética se
procedid al analisis estadistico mediante la prueba de
varianza de Kruskall-Wallis no paramétrico utilizando
los programas estadisticos Simfit 7.0 y SPSS 19.

Sintesis enzimatica

Se utilizo el medio de cultivo starch agar con almidon
soluble al 1 % (p/v) para la produccion de amilasas,
skim milk agar con leche descremada al 1 % (v/v) para
la produccion de proteasas y para la produccion de
lipasas el agar sierra al 1 % de tween 80 (v/v).

Se prepararon cinco placas de cada medio a pH7 y 70
ppt de NaCl, cuatro de las cuales fueron sembradas
con el aislado bacteriano y una designada como control
negativo (sin indculo). La siembra de las colonias
fue realizada con un asa de platino en el centro de
las placas (9.20 mm de diametro) y posteriormente
incubados a 30°C durante cinco dias.

La presencia o ausencia de degradacion de los
sustratos por la produccion de enzimas, se determind
mediante la medicion de un halo consumo-sustrato
cada 24 horas; con el fin de revelar el halo en agar de
almidoén se coloco lugol al 10 % v/v.
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Resultados

Aislamiento e identificacion

Se logro obtener aislados de Pseudomonas spp. en
el agar King B suplementado con la solucion de sales
al 5 % (Fig. 1). Ademas, las pruebas bioquimicas
realizadas determinaron que el aislado es muy cercano
a Pseudomonas fluorescens (Tabla 1).

Figura 1. Tincion de Gram (negativo) del aislado de P cf.
fluorescens aislada de las salinas de Ecuasal (10X).

Tabla 1. Resultado de las pruebas bioquimicas de P cf.
fluorescens.

Test Resultado

Crecimiento a 37°C +
Crecimiento a 42°C

Licuefaccion de la gelatina +
Arginina dihidrolasa +
Oxidacion de la glucosa +
Oxidacion de la lactosa d+
Oxidacion del manitol +
Motilidad +
Prueba de indol d-
Citrato Simmons +
Citocromo Oxidasa +

d+ = 90% positivo; d- = 90% negativo

Prueba de Halotolerancia

El cultivo realizado a 2 M NaCl llegé a un nimero
maximo de 4 133 333 + 285 346 cel/mL a las 36 horas
con una velocidad de crecimiento (u) de 0.054 h'y
una tasa de duplicacion (td) 12.93 h. En 3 M NaCl el
nimero maximo fue de 5 680 000 + 105 830 cel/mL a
las 48 horas con una p= 0.047 h™' y un td= 14.80 h y
para 4 M NaCl el nimero maximo fue 5 906 666 + 305
505 cel/mL a las 48 horas, con una p= 0.048 h' y un
td= 14.54 h. (Fig. 2).

El analisis estadistico no paramétrico de Kruskall Wallis
determind que no existieron diferencias significativas
entre los tratamientos 2 M, 3 M y 4 M de NaCl con un
p> 0.05 siendo H= 1.723 (Tabla 2).

También se observo que entre las medias de crecimiento
no se encontraron diferencias significativas (Fig. 3);
sin embargo, los tratamientos a 3 M y 4 M NaCl fueron
los que presentaron la mayor densidad celular.

Tabla 2. Analisis estadistico de Kruskall Wallis no paramétrico
en la prueba de halotolerancia.

Tamafo Rango Coeficiente
Fuente > p-Valor
muestral medio H
2M 10 12.55 1.723 0.423
3M 10 17.35
4M 10 16.6
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Figura 2. Medias de la cinética de crecimiento con desviacion
estandar a distintas concentraciones de NaCl para P cf.
fluorescens.
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Figura 3. Diagrama de cajas y bigotes en los tratamientos de
halotolerancia para P. cf. fluorescens.

Sintesis enzimatica

Se observaron halos enzimaticos en los sustratos de
leche descremada y almidon soluble demostrando la
produccion de enzimas proteoliticas y amiloliticas,
mientras que el sustrato para obtener lipasas no
present6 halo de produccion enzimatica (Fig. 4).

La sintesis enzimatica alcanzdé su mayor produccion

luego de 96 horas de haber sido inoculadas (Fig. 5),
siendo la enzima proteasa cuyo sustrato fue leche
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descremada la que obtuvo el mejor resultado, con
un halo de 30+0.82 mm de diametro, mientras, el
sustrato utilizado para producir amilasas con una
base de almidéon soluble fue el segundo de mayor
produccion con un diametro de halo de 22.5+1.73 mm.

Figura 4. Halos enzimaticos producidos por P. cf fluorescens.
A) Agar de almidon con lugol para deteccion de actividad
amilolitica. B) Agar de leche descremada para deteccion de
actividad proteolitica.
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Figura 5. Medias de los diametros de halos enzimaticos
(mm) con su desviacion estandar para amilasas y proteasas
producidos diariamente por P. cf. fluorescens.

Conclusiones

Los resultados de la presente investigacion son
similares a los de Narvaez (2007), que también
determind la actividad proteolitica para el género
Pseudomonas aislada de las salinas de Ecuasal, donde
present6 halos de diametros cercanos a los resultados
obtenidos en este trabajo para proteasas, las cuales
también fueron las de mayor actividad hidrolitica.

Las pruebas bioquimicas aplicadas al aislado de las
salinas de Ecuasal coinciden en un 90 % con las pruebas
de identificacion para Pseudomonas fluorescens
descritas por Cowan (1974) y Forbes et al. (2009),
siendo esta la razon por lo que se denomina a esta
especie aislada como Pseudomonas cf. fluorescens.

El tiempo de duplicacion de 14.09+1.3 h y la velocidad
de crecimiento de 0.050+0.004 h' observados entre
los tratamientos realizados a P. cf. fluorescens son
muy cercanos a los previamente reportados para P
fluorescens (11.19 h 'y 0.062 h™', respectivamente; en
Marquez, Piramanrique, Carrascal, Clavijo & Quevedo,
2007). Esta similitud en el crecimiento demuestra la
normalidad en la division celular de P. cf. fluorescens
a2M,3My4Mde NaCl.
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Los datos obtenidos a partir de la prueba de
halotolerancia a 3 M y 4 M de NaCl registraron los
mayores valores de velocidad de crecimiento, siendo
la concentracion de 4 M de NaCl el mejor tratamiento,
al registrar el menor tiempo de duplicacion y la mayor
densidad celular. Consecuentemente, el aislado de P.
cf. fluorescens es una bacteria halofila extrema al
encontrarse en el rango de salinidad optimo para este
grupo de bacterias (2.5-5.2 M de NaCl; segun Kuhsner
& Kamekura, 1988).

P. cf. fluorescens produce en mayor proporcion
enzimas proteoliticas utilizando leche descremada
como sustrato y en menor proporcion amilasas en
sustrato de almidon soluble en una concentracion de
70 ppt de NaCl a 30 °C y no produce enzimas lipasas
utilizando tween 80 como sustrato.

Recomendaciones

Realizar la caracterizacion molecular de la cepa
Pseudomonas cf. fluorescens para obtener una
confirmacion definitiva de su identidad taxonémica.

Evaluar la produccion de enzimas de P. cf. fluorescens
en altas concentraciones de temperatura y salinidad.
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