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RESUMEN

La bioprospeccion es una basqueda, clasificacion e identificacion de nuevas fuentes de
compuestos quimicos, genes, proteinas, enzimas y microorganismos con posibles usos
benéficos para humanos, el medio ambiente o el progreso industrial. Esta indagacion, esta
en constante desarrollo en los diversos tipos de ecosistemas del planeta contemplando
entornos de agua dulce, matorrales, bosques, herbazales, desiertos y ambientes marinos.
En esta investigacion se caracterizo cepas productoras de enzimas hidroliticas aislados de
la Reserva Ecoldgica Manglares Cayapas-Mataje. Las muestras de sedimento fueron
recolectadas a 5cm de profundidad de la rizésfera de manglares, con las cuales se realizo
un proceso de recuento en placa. La capacidad de produccién de enzimas de las cepas
aisladas se evaluo por ensayos con medios de cultivo suplementados con urea, almidon,
celulosa y caseina como sustratos especificos. Los cultivos con mayor actividad
enzimatica fueron inoculados en un biorreactor tipo batch de 100ml de volumen con un
tiempo de operacién de 96horas a 115rpm y 36+1°C. Al finalizar este periodo se obtuvo
un extracto semi-purificado por centrifugacion a 4500rpm durante 20 minutos a 4°C,
filtrado y conservados en un tapon fosfato. La capacidad amilolitica se calculd por el
método de azlcares reductores DNS a partir del sobrenadante. La presencia de ureasa y
caseinasa en el extracto semi-purificado, se evalu6 por halo de hidrdlisis en placa (mm)
donde se inoculé 10ul de extracto en discos de papel filtro. Las cepas se identificaron
molecularmente a nivel de especie por el método SANGER amplificando la region rpoB.
Se logré aislar ocho cepas por caracteristicas morfologicas coloniales que fueron
codificadas como EEMA (Ecuador, Esmeraldas, Manglar, Actinomiceto) que fueron
identificados como bacilos Gram positivos. Se clasificaron en el filo actinomicetos por
presentar formas de colonia lisa o rugosa, con aspecto seco o blando, con tonalidad
blancas, gris o amarilla. De las ocho cepas siete exhibieron accion ureolitica, seis
actividades amiloliticas, cinco degradaciones proteoliticas. Sin embargo, no se
observaron casos de accion celulolitica. Por tanto, existe una correlacion positiva entre la
capacidad de produccion de enzimas y los aislados de estuarios marinos.

De las ocho cepas, aquellas que presentaron mayor capacidad de hidrolizar urea, almidon
y caseina fueron las cepas EEMA-1, EEMA-2 y EEMA-4 respectivamente. Los ensayos
con el extracto enzimatico recuperado del proceso de fermentacion demostraron que no
hay diferencias en la produccion amilolitica de la cepa EEMA-1y la actividad proteolitica
de la cepa EEMA-4 con relacion a la producida por la cepa control B. subtilis 11714. Sin

embargo, los ensayos de ureasa parcialmente purificada post proceso fermentativo



presentaron diferencias entre la cepa EEMA-2 y la producida por K. pneumonae. Los
resultados demostraron que los sedimentos marinos de la Reserva Ecol6gica Manglares

Cayapas-Mataje es una fuente de actinomicetos productores de enzimas hidroliticas.

Palabras claves: Actinomicetos, bioprospeccién, enzimas, hidroélisis, manglares.
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ABSTRACT

Bioprospecting is a search, classification and identification of new sources of chemical
compounds, genes, proteins, enzymes and microorganisms with possible beneficial uses
for humans, the environment or industrial progress. This inquiry is in constant
development in the various types of ecosystems on the planet, contemplating freshwater
environments, scrublands, forests, grasslands, deserts, and marine environments. In this
research, strains producing hydrolytic enzymes isolated from the Manglares Cayapas-
Mataje Ecological Reserve were characterized. Sediment samples were collected at a
depth of 5 cm from the mangrove rhizosphere, with which a plate count process was
carried out. The enzyme-producing capacity of the isolates is evaluated by tests with
culture media supplemented with urea, starch, cellulose, and casein as specific substrates.
The cultures with the highest enzymatic activity were inoculated in a 100ml volume
batch-type bioreactor with an operating time of 96 hours at 115rpm and 36+1°C. At the
end of this period, a semi-purified extract was obtained by centrifugation at 4500rpm for
20 minutes at 4°C, filtered and stored in a phosphate plug. The amylolytic capacity is
calculated by the DNS reducing sugar method from the supernatant. The presence of
urease and caseinase in the semi-purified extract was evaluated by hydrolysis halo in a
plate (mm) where 10ul of extract was inoculated on filter paper discs. The strains were
molecularly identified at the species level by the SANGER method, amplifying the rpoB
region. Eight isolates were modified by colonial morphological characteristics that were
coded as EEMA (Ecuador, Esmeraldas, Manglar, Actinomycete) that were identified as
Gram-positive bacilli. They are classified in the Actinomycetes phylum because they
present smooth or rough colony forms, with a dry or soft appearance, with white, gray or
yellow tones. Of the eight strains, seven exhibited ureolytic action, six amylolytic
activities, and five proteolytic degradation. However, no cases of cellulolytic action were
observed. Therefore, there is a positive confirmation between the enzyme production
capacity and the isolates from marine estuaries.

Of the eight strains, those with the greatest capacity to hydrolyze urea, starch and casein
were the EEMA-1, EEMA-2 and EEMA-4 strains, respectively. The tests with the
enzymatic extract recovered from the fermentation process showed that there are no
differences in the amylolytic production of the EEMA-1 strain and the proteolytic activity
of the EEMA-4 strain in relation to that produced by the control strain B. subtilis 11714.
However, the partially purified urease assays after the fermentative process showed

differences between the EEMA-2 strain and the one produced by K. pneumoniae. The
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results show that the marine sediments of the Manglares Cayapas-Mataje Ecological

Reserve is a source of actinomycetes that produce hydrolytic enzymes.

Keywords: Actinomycetes, bioprospecting, enzymes, hydrolysis, mangroves.
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CAPITULOI

INTRODUCCION
2.1 Antecedentes

La Bioprospeccion, surge con el descubrimiento histérico de los farmacos
obtenidos a partir de extractos de especies vegetales utilizadas en comunidades nativas
originando la etnobotanica. Siendo el principio de la biotecnologia como un mecanismo
de investigacion, exploracion y descubrimiento de la biodiversidad contemplando
organismo y microorganismos capaces de producir compuestos con aplicaciones
farmacéutica, industriales y agropecuarias. Debido a la variedad de estimulos bidtico y
abidticos, los microrganismos desarrollaron capacidades internas para favorecer su
prevalencia ante depredadores naturales, competencia por recursos y las alteraciones
fisicoquimicas de los diferentes ecosistemas (Cooper, 2005; Noriler et al., 2018).

El medio marino alberga millones de especies de microorganismos que
desempefian varios roles importantes como la mineralizacion de materia organica
compleja, la degradacién desde plancton, plantas, animales, hasta contaminantes toxicos.
Ademas, existen gran cantidad de habitats y nichos inexplorados que han atraido a los
investigadores en los dltimos afios como un posible fuente de microorganismos con
utilidad en varios campos (Saravanakumar et al., 2016).

Los manglares son un tipo de ecosistema intermareal que presentan condiciones
propias como un elevado indice de materia organica, humedad y salinidad con un bajo
contenido de oxigeno. Debido a que las condiciones del suelo del manglar son
extremadamente diferentes de las condiciones terrestres, los microorganismos presentan
caracteristicas adaptativas distintivas y poseen la capacidad potencial de producir nuevos
metabolitos bioactivos (Hong et al., 2009; F. Li et al., 2019; Saravanakumar et al., 2016).

Dentro de la gran variedad de microrganismos existentes en los estuarios marinos,
los actinomicetos son bacterias heterotrofos y aerobios que se encuentran
taxonomicamente descritos dentro del filo Actinobacteria, clase Actinobacteria, subclase
Actinobacteridae, orden Actinomycetales que actualmente consta de 10 subdrdenes, mas
de 30 familias y por encima de los 160 géneros. Siendo un grupo tan extenso se
encuentran ampliamente distribuidos en los ecosistemas naturales de todo el mundo
(Charousova et al., 2017; Chavan & Mulaje, 2013).

En un principio los actinomicetos fueron aislados de fuentes terrestres y evaluados

por su capacidad de secretar productos como vitaminas, antibidticos, enzimas,
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fermentaciones alcoholicas entre otros compuestos de amplio uso y alto valor comercial
en la agricultura, medicina y productos naturales ampliamente utilizados en la industria
farmacéutica (Genilloud, 2017; Mayanglambam et al., 2020; Saravanakumar et al., 2016).

Las investigaciones realizadas con actinomicetos se centran en la diversidad
quimica de los compuestos que son capaces de producir. Ademas, se han desarrollado
investigaciones que abarcar estrategias innovadoras para aislar especies previamente no

cultivadas, herramientas de deteccion analitica y de duplicacion in situ para compuestos.

2.2 Planteamiento del problema

Segun la Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual OMPI (2019), las
investigaciones relacionadas con el potencial biotecnoldgico de cepas nativas acuéticas y
terrestres del Ecuador son escasas. Esta situacion, sitGa al pais en el puesto 97 dentro del
indice mundial de innovacién y generacion de conocimientos.

A pesar de ser un pais con gran biodiversidad y uno de los més grandes productores
agricolas de la region, muchos procesos productivos estan basados en los métodos
convencionales. Por otra parte, la industria a nivel nacional se encuentra en un constante
proceso de transicion bajo la premisa de cumplir con los requerimientos ambientales, sin
disminuir su capacidad productiva estos procesos involucran gran cantidad de
compuestos quimicos, biolégicos, enzimas y maquinaria que son importados desde otros
paises (Morocho et al., 2018).

En la provincia de Esmeraldas, la acuicultura y la agricultura son las principales
actividades que son desarrolladas con un modelo de produccion lineal con la generacion
de productos a partir de materias primas que originan un conjunto de residuos (Vergara
& Séanchez, 2022).

A nivel mundial existen nuevas metodologias con un mejor rendimiento para la
produccién de enzimas, donde casi el 75% de las enzimas son producidas por 3 enzimas
principales Novozymes, DuPont y Roche, debido a su avance en la manipulacion
genética, disefio experimental y técnicas de moleculares. En Ecuador, esta es un area con
bajo nivel de investigacion y desarrollo. Debido a que la produccion local es insuficiente
muchas empresas se ven obligadas a importar enzimas, lo que genera costos fijos anuales

y un aumento en el valor del producto dentro del mercado (Malla & Ochoa, 2018).
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2.3 Justificacion

El Ecuador posee condiciones de suelo y cuerpos de agua que forman ecosistemas
peculiares resultado de las prolongadas estaciones anuales y la variedad climatoldgica
que convierte al pais en el territorio con mayor biodiversidad de la region. Estos
ambientes albergan microorganismos Unicos con caracteristicas especiales capaces de
producir moléculas bioactivas con propiedades especificas que no han sido estudiadas.
Particularmente en la zona norte, las investigaciones realizadas con respecto al
componente microbioldgico de los estuarios maritimos centran en su utilizacién como
factor de descomposicién en compostaje, probidtico y como agentes antagénicos de
bacterias y hongos de importancia agroindustrial, ignorando su capacidad de produccion
de enzimas hidroliticas (Bejarano, 2013; F. Li et al., 2019).

En el cantén de San Lorenzo, se localiza parte de la Reserva Ecoldgica de
Manglares Cayapas-Mataje, compuesta por un porcentaje de bosques himedos tropicales
de tierra firme y entornos productivos. De hecho, se sabe que los manglares existentes en
la reserva son biotopos, con tolerancia al agua dulce y salada que poseen grandes
depdsitos microbianos desconocidos. Existen en la actualidad referencias sobre la
presencia de actinomicetos en la rizosfera de los manglares capaces de ser introducidos
al laboratorio para ser estudiados y documentar la produccion de compuestos funcionales,
pero en el pais este tipo de investigaciones son limitadas (F. Li et al., 2019; Pernia et al.,
2019; Zhao et al., 2016).

Por esto, cada vez mas evidente que los habitats con baja o nula exploraciéon como
ecosistemas desérticos y marinos podrian ser fuente de actinomicetos aun desconocidos
con la capacidad de generar moléculas bioactivas. Debido a que el uso de los catalizadores
de origen natural tienen ventajas potenciales como mayor resistencia a los procesos de
desnaturalizacion por pH, concentracion salina y temperatura (Gurung et al., 2013).

Debido a las caracteristicas fisico quimicas del suelo de los manglares, los
microorganismos, especialmente los actinomicetos tienen caracteristicas adaptativas
distintas y el potencial de producir nuevos metabolitos como enzimas hidroliticas de
importancia como amilasas, lipasas, celulasas y proteasas (F. Li et al., 2019).

En los dltimos afios la biotecnologia ha experimentado grandes avances destacando
el cultivo de células y la produccion de gran variedad de metabolitos primarios y
secundarios. Entre estos compuestos se encuentran las enzimas hidroliticas que son
ampliamente utilizadas en diagnésticos médicos, procesos agroindustriales, asimilacion

y degradacion de nutrientes. En la produccion nacional, estas enzimas son ampliamente
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utilizadas en la industrial textil, alimentaria, papelera, cosmética, biotecnoldgica y en el
area médica (Malla & Ochoa, 2018).

2.4 Pregunta directriz
¢Las cepas de actinomicetos aisladas de la rizosfera de los manglares de la Reserva
Ecoldgica Manglares Cayapas-Mataje son capaces de producir enzimas hidroliticas que

tengan potencial en la industria?

2.5 Objetivos
2.5.1 Objetivos General

e ldentificar cepas nativas de actinomicetos productores de enzimas hidroliticas

procedentes de la Zona Norte.

2.5.2 Objetivos Especificos
e Aislar cepas de actinomicetos procedentes de la rizosfera de manglares.
e Caracterizar molecularmente las cepas de actinomicetos previamente
aisladas.
e Evaluar la actividad hidrolitica del extracto enzimatico provenientes de las

cepas en sustratos especificos.

2.6 Hipotesis

Es posible producir y purificar parcialmente enzimas hidroliticas secretadas por
cepas nativas aisladas de la rizésfera de los manglares.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

3.1 Bioprospeccion

La bioprospeccion se define como la investigacion, clasificacion, analisis e
identificacion de la biodiversidad para detectar la capacidad individual de los organismos
para producir compuestos de interés en condiciones naturales. Ademas, se entiende como
la utilizacién de recursos quimicos, genéticos y moléculas bio-activas con valor comercial
con posibles usos benéficos para el ser humano, el medio ambiente, el desarrollo
industrial y el avance cientifico (Beattie et al., 2011; Maghembe et al., 2020;
Saravanakumar et al., 2016).

La bioprospeccion busca transferir microorganismos de sus hébitats naturales a
placas de laboratorio y biorreactores en un intento de imitar el entorno natural para
producir compuestos de interés (Figural). Este proceso se centra en condiciones como la
intensidad de luz, el uso de medios de cultivos selectivos, la optimizacion de condiciones,
eventualmente la caracterizacion molecular del microrganismo y la determinacion de un

perfil quimico del metabolito obtenido (Maghembe et al., 2020).
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Figura 1. Proceso de Bioprospeccion y descubrimiento de un metabolito secundario

3.2 Ecosistemas marinos
Los ecosistemas se definen como un conjunto de comunidades de organismos y el

entorno fisico, quimico y geoldgico que permiten el crecimiento de distintas especies que
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evolucionaron conjuntamente al entorno particular durante largos periodos. En términos
generales, sistemas abiertos con limites menos definidos que los ecosistemas terrestres y
una mayor variedad de divisiones taxondmicas que estan influenciados por las corrientes,
las estaciones, temperatura del agua, ambiental, salinidad, pH y otros procesos
oceanograficos a las comunidades microbianas estan expuestas e intervienen en su
desarrollo y recuperacion. Entre los ecosistemas acuaticos salinos se pueden identificar
los mares, océanos, marismas, arrecifes de coral, manglares, estuarios y lagunas costeras
(Grassle, 2013; Rao et al., 2017).

3.2.1 Manglares

Los manglares se encuentran entre los ecosistemas mas productivos del mundo.
Concentran una comunidad Unica de plantas lefiosas, que habitan en zonas tropicales y
subtropicales de las regiones costeras. Los manglares producen compuestos forestales
comerciales, respaldan la pesca costera y protegen las costas. Por condiciones a las que
estan expuestos como alta concentracion salina, fuertes vientos, mareas extremas, altas
temperaturas y suelos fangosos proporcionan un habitat que alberga amplia gama de
especies de vida silvestres (Azman et al., 2015).

Las caracteristicas fisicas de los manglares los ayudan a la supervivencia en zonas
limitrofes entre el océano vy la tierra. Estos poseen una adaptacion para tener una fijacion
mecanica en suelos disueltos. Ademas, los mecanismos de dispersion especializados con
raices respiratorias que sirven como fuente de intercambio de aire para disminuir los
efectos del estrés salino (Azman et al., 2015; Z. K. Jiang et al., 2018).

3.2.2 Reserva Ecoldgica Manglares Cayapas Mataje

La Reserva Ecoldgica Manglares Cayapas-Mataje (REMACAM) fue declarada
sitio Ramsar por la UNESCO en el afio 2003 y creada bajo la resolucién N° 052/DE,
Registro Oficial N° 822 del 15 de noviembre de 1995. La reserva se encuentra localizada
en la zona norte del pais, en la provincia de Esmeraldas y comprende los cantones San
Lorenzo (parroquias Palma Real, Mataje y Tambillo) y Eloy Alfaro (parroquias Valdez,
Pamapanal de Bolivar y La Tola). Actualmente la reserva abarca una superficie
aproximada de 51300 hectareas con mas de 49000 manglares con conexiones a la parte
baja de las cuencas de los rios Cayapas y Mataje entre el océano pacifico, hacia el oeste
y la frontera con Colombia, al norte. En esta area existe un total de 26 comunidades afro

emeraldefias que habitan dentro de la reserva (Gunther et al., 2008).
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3.2.2.1 Valores de conservacion

La definicion de valores de conservacion del area protegida se encuentra enfocada
en valores naturales y culturales. Son los principales elementos y fueron clasificados en
usos extractivos y no extractivos. Estos valores de conservacion dan un marco general
para el planteamiento de acciones estratégicas y operativas que estan reflejadas en los
programas de manejo y planificaciones anuales operativas. Entre los valores de
conservacion se describe una amplia gama de fauna como anfibios, crustaceos,
mamiferos, peces, aves y réptiles y flora inica como manglares rojo, negro, blanco, boton
y pava (Gunther et al., 2008).

3.3 Actinomicetos

3.3.1 Generalidades

Los actinomicetos son bacterias filamentosas Gram positivas, que se encuentran
ampliamente distribuidas en el medio ambiente. Son microorganismos con propiedades
quitinoliticas, alto contenido de guanina y citosina en su ADN. Estas caracteristicas los
hacen morfologicamente diversos entre si y los diferencia de otras bacterias Gram
positivas (Y. Jiang et al., 2016).

Debido a su amplia distribucion, se pueden encontrar en superficies rocosas y en
suelo rizosférico. Ademas, estan presentes en superficies de humus, hojarasca, estiércol
y sedimentos marinos. La mayoria de las especies son heterotrofas, aerobios, mesofilas,
crecen en un rango de temperatura entre 25°C y 30°C y son poco tolerantes a la acidez,
razon por la cual requieren pH neutro para su 6ptimo crecimiento, aunque crecen en un
rango de pH entre 5.0 y 9.0. Su diversidad se sintetiza en géneros y caracteristicas

generales de actinomicetos como se muestra en la tabla 1 (Chavan & Mulaje V, 2013).

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas, forma de alimentacion, requerimiento de oxigeno

y encapsulamiento de esporas en actinomicetos

Geénero Caracteristicas
) -Aerbbico.
-Acido-alcohol resistente.
Nocardioform -Morfologia de bastoncillos, cocos y filamentos ramificados o forman
actinomicetos micelio aéreo que se fragmenta.

-Pared quimiotipo 1V.
-Contienen acidos micolicos.
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Actinomicetos -Aerobio a anaerdbico facultativo.
con esporangios -El micelio se divide en todos los planos, sin hifas aéreas.
multiloculares -Pared quimiotipo I11.

-Las esporas pueden estar encerradas dentro de vesiculas.
- Sin micelio aéreo
Actinoplanes -Pared quimiotipo I1.
-Los hidrolizados de organismos completos contienen arabinosa y
xilosa.

-Actinomicetos con esporulaciénaerobios
-Forman colonias extensamente ramificado
-Micelio aéreo.

-Pared quimiotipo I.

Streptomyces
y géneros
relacionados

-Actinomicetos con esporulacién aerobios.
-Forman colonias extensamente ramificado.
-Micelio aéreo.

-Pared quimiotipo de pared IlI.

Thermomonospora
y géneros
relacionados

-Los filamentos estables producen un crecimiento aéreo.
-Se forman esporas individuales (endosporas) en los filamentos aéreos
y vegetativos.
-Todas las especies son termofilicas.
-La pared celular contiene meso-DAP pero no aminoacidos ni
azucares caracteristicos.

Termoactinomicetos

(Chavan & Mulaje V, 2013).

3.3.2 Habitat

Los actinomicetos son bacterias que habitan en el medio ambiente en ecosistemas
terrestres, marinos y de agua dulce. Ademas, forman parte en la rotacion de materiales
organicos. Los actinomicetos han desarrollado procesos de simbiosis con plantas, hongos,
insectos y animales donde la mayoria de las interacciones entre estos actinomicetos y el
hospedero son beneficiosas. Por lo que los productos naturales producido por los
actinomicetos puede proteger al hospedador de patdégenos o plagas, incluso degradar
enzimaticamente polimeros naturales resistentes como la fibra de madera (van der Meij
etal., 2017).

Estas bacterias suelen formar pequefias fracciones de flora bacteriana en zonas
marinas, que son un recurso excepcional y fascinante para la innovacion. Estos
microorganismos son productores de bio-activos nuevos y potentes que estan presentes
principalmente en sedimentos marinos desde 5 cm de profundad en costas hasta 4290
metros en el océano (Chavan & Mulaje V, 2013; Deepa et al., 2013).
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3.3.3 Productos obtenidos a partir de actinomicetos

Las diversas aplicaciones en la biotecnologia de los actinomicetos es el resultado
de su variedad metabdlica y su relacion con el medio ambiente. Como se muestra en la
Tabla 2, entre los productos se encuentran antibiéticos (antraciclinas, aminoglucosidos,
beta lactanticos, cloranfenicol, tetraciclinas, nucleosidos y péptidos), antimicoticos,
herbicidas, inmuno-modificadores y biosurfactantes (Hong et al., 2009b; Leon et al.,
2007).

Tabla 2. Moléculas bioactivas producidas por actinomicetos

A. Productores de agentes antibacterianos

Especie Antibiotico Especie Antibiotico
Verrucosispora spp. abisomicina S. roseosporus Daptomicina
S. anulatus actinomicina S. erythraea Eritromicina

S. canus anfomicina M. purpirea Gentamicina

B. Productores de agentes antifungicos

Especie Antiflngicos Especie Antiflngicos
S. anulatus actinomicinas S. galbus galbonolidos
S. nodosus Anfotericina B S. violaceusniger guanidilfungina
S. padanus fungicromina S. venezuelae Jadomicina

C. Productores de bioherbicidas y bioplaguicidas

Especie Bioherbicidas Especie Bioplaguicidas
Actinomadura spp. Viraloze S. avermitilis prasinones
S. hygroscopicus Ivermectina S. prasinus Spinosad insecticidas

D. Productores de agentes antiparasitarios

Especie Antiparasitario Especie Antiparasitario
S. avermitilis Avermectinas S. coelicolor Prodiginina

E. Productores de agentes antivirales

Especie Antiviral Especie Antiviral
S. hygroscopicus higromicina S. hygroscopicus Higromicina

Tabla 3. Moléculas bioactivas producidas por actinomicetos

F. Productores de agentes de hipercolesterolemia

Especie Agente hipercolesterol Especie hipercolesterol
S. hygroscopicus rapamicina

G. Productores de agentes antitumorales

Especie Antitumoral Especie Antitumoral
Micromonospora spp. antraquinonas Micromonospora spp. Diazepinomicina
Nocardia asteroides asterobactina Actinomadura spp. 1B-00208

S. spp. borrelidina Micromonospora spp. complejo LL-E33288
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H. Productores de agentes inmunoestimulantes

Especie inmunoestimulantes Especie inmunoestimulantes
Nocardia rubra rubratina S. olivoreticuli Bestatina

I. Productores de agentes inmunosupresores

Especie inmunsupresor Especie inmunosupresor
S. filipinensis higromicina S. filipinensis Pentalenolactona

J. Productores de enzimas terapeuticas (antitumorales)

Especie Enzima Especie Enzima
S. olivochromogenes I-glutaminasa S. spp. I-asparaginasa

Streptomyces = S.
Adaptado de (Barka et al., 2016)

Como se muestra en latabla 3, existen diversos tipos de enzimas obtenidas a partir
de actinomicetos que son utilizadas en la industria tanto textil, farmacéutica, alimenticia

y veterinaria (Hong et al., 2009; Leon et al., 2007)

Tabla 4. Enzimas comerciales producidas por actinomicetos, condiciones de
fermentacion, sustrato especifico y campo industrial de uso.

Enzima Actinomiceto pH T Sustrato Industria

Streptomyces ruber

o 6 37°C N Textil
Cousa Ternctiie e e GBI o
P phifipp 6.5 37°C Detergente
Streptomyces pac_tum 75 40°C Caseina Farmace_utlca
Proteasa Streptomyces thermoviolaceus 0 - Textil
Nocardia spp 6.5 65°C Quera,tma Detergente
' 75 40°C Caseina ; .
Alimentaria
Queratinasa Actinomadura keratinilytica 10 70°C Queratina Textil
Streptomyces erumpens o . Textil
Amilasa Thermobifida fusca 9 45°C Alm!dgn Papelera
6 60°C Almiddn
Detergente
Xilinasa Microbiospora spp. 9 50°C xilosa Alimentaria
Streptomyces spp. 9 50°C xilosa animal
Actinomadura sp 4 70°C xilosa Papelera
Linasa Streptomyces exfoliates 6 37°C Triglicéridos Papelera
P Nocardiopsis alba 7 30°C Triglicéridos Cosmética
) Detergentes
Acido Alimentaria
Pectinasa Streptomyces lydicus 6.5 45°C  poligalacturénico Textil

Procedente de (Mukhtar, 2017).
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3.3.4 Investigaciones sobre actinomicetos realizadas en Ecuador

En el Ecuador, los actinomicetos han sido estudiados en investigaciones como se
muestra en la Tabla 4. El estudio cientifico de estas bacterias a nivel se basa en el
aislamiento, caracterizacion y la evaluacién de estos microorganismos como productores
de aminoacidos, antimicoticos y antibidticos. Ademas de su efectividad contra fito
patdgenos y bacterias clinicas (Conde, 2015; Rivera, 2021; Rubio, 2021; Salazar, 2019)

Tabla 5. Investigaciones sobre con microorganismos del filo actinomicetos realizadas en
el Ecuador

Tema Actinomicetos Referencia
Aislamiento y caracterizacidn de actinomicetos Micromonospora Conde L.,
recolectados en ambientes marinos y su potencial 2015- Loja
antimicrobiano
Caracterizacion de los principales grupos de Streptomyces, Tamayo P.,
microorganismos en el suelo volcanico de la Zona Nocardia, 2021-Quito
Andina del Ecuador.
Aislamiento de microorganismos capaces de Streptomyces sp. Egas C.,
producir antibiéticos, a partir de suelos de las 2016- Quito

regiones naturales de Ecuador

Seleccion de actinomicetos aislados de suelos No identificado Salazar P.,
paperos de la provincia de Pichincha por su grado de molecularmente, 2019-
antagonismo a Rhizoctonia solani Kilhn, mendiante (caracteristicas Sangolqui
ensayos in vitro macroscépicas de

actinomicetos)

Bioprospeccion de microorganismos sintetizadores Micromonospora sp. Rubio J.,
de aminodcidos, nativos de la Zona Norte Paenibacillus sp. 2020-Ibarra

3.4 Enzimas

3.4.1 Definicion

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que tienen la capacidad de acelerar las
reacciones bioquimicas en los organismos vivos o en la naturaleza. Pueden ser extraidos
de las células y utilizarse para catalizar una amplia gama de procesos de importancia
comercial. Poseen una especificidad notable para la conversion de un solo tipo de
molécula y por esta cualidad son utilizadas a nivel industrial. Las aplicaciones méas
frecuentes se encuentran en detergentes en polvo y diversos productos de limpieza. Sin
embargo, también juegan un papel clave en dispositivos analiticos y ensayos que tienen

aplicaciones biotecnoldgicas, clinicas, forenses y medioambientales (Robinson, 2015).

24



3.4.2 Estructura enzimatica

Las enzimas son proteinas globulares de tamafio variable que van desde los 100
hasta mas de 2000 residuos de aminoacidos. Estos pueden organizarse como una 0 mas
cadenas polipeptidicas que se pliegan para formar una estructura tridimensional
especifica. Las enzimas contienen una pequefia area denominada sitio activo que le
permite al sustrato unirse al coincidir la forma y carga del sitio (Cuesta et al., 2015;
Robinson, 2015).

3.4.3 Clasificacion y caracteristicas generales

La creciente acumulacion de grandes cantidades de datos enzimaticos, las diversas
reacciones bioquimicas, cinética enzimdtica, estructuras cristalograficas e
interpretaciones mecanicista, han dado como resultado la generacion de la nomenclatura
y clasificacion enzimatica (Cuesta et al., 2015).

El primer nivel corresponde a 6 clases distintas segun el tipo de reaccién quimica
que estén realizando como se muestra en la tabla 5. Estas se dividen en subclases de
segundo y tercer nivel segln criterios como enlace quimico, centro de reaccion, grupo
quimico transferido, y cofactor de catalisis (Chavan & Mulaje V, 2013; Cuesta et al.,
2015; Robinson, 2015).

Tabla 6. Clasificacion enzimética general.

Clase Enzima Tipo de Reaccion
1. Oxido-reductasas Oxidacion- Reduccion
2. Transferasas Transferencia de atomos/grupo
3. Hidrolasas Hidrolisis
4, Liasas Eliminacion de grupos
5. Isomerasas Isomerizacion
6. Ligasas Union de moléculas ligadas a la rotura de enlace

pirofosfato

Procedente de (Robinson, 2015)

3.4.4 Enzima Amilasa

La amilasa es una enzima digestiva que cumple la funcion principal de hidrolizar
los enlaces glucosidicos 1-4 en las moléculas de almidon convirtiendo los carbohidratos
complejos en azucares simples. Existen tres principales clases de enzimas amilasa alfa,
beta y gamma y cada una actta en diferentes partes de la molécula de carbohidrato. La
alfa amilasa se puede encontrar en humanos, animales plantas y microorganismo. Todas
las o -amilasas actuan sobre el almidon (polisacarido) como sustrato principal y producen

pequefias unidades de glucosa y maltosa (figura 2). El almidon se compone de dos
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polimeros de glucosa, amilosa y amilopectina, que comprenden moléculas de glucosa que
estan conectadas por enlaces glucosidicos. Ambos polimeros tienen diferentes estructuras
y propiedades. Un polimero lineal de amilasa tiene un maximo de 6000 unidades de
glucosa unidas por enlaces glucosidicos « -1,4, mientras que la amilopectina se compone
de cadenas unidas a « -1,4 de 10 a 60 unidades de glucosa con un lado unido a o -1,6.
cadenas de 15 a 45 unidades de glucosa. La beta amilasa predomina en microbios y
plantas, mientras que la gamma amilasa se encuentra en plantas y animales. Los sustratos
especificos estdn ampliamente distribuidos en fuentes vegetales baratas, lo que hace que
las aplicaciones potenciales de la enzima sean mas abundantes en términos de costos
(Akinfemiwa & Muniraj, 2021; Gopinath et al., 2017)

Almidon Almidon
S
9 veeed
Y% F
" | >
|nd—°\0r 9l |
‘ /f | { 41 : b J
Glucosa Enzima
¥
' Glucosa

Figura 2. Esquema hidrolisis de almidon por amilasa.

Recuperado de (Gopinath et al., 2017)

3.4.4.1 Meétodo espectrofotométrico (DNS) de Miller

El método de &cido 3,5 dinitrosalicilico DNS MILLER, es una técnica colorimétrica
que emplea una reaccion redox que ocurre entre el acido 3,5 dinitrosalicilico y los
azlcares reductores presentes en la muestra. La valoracion del método se realizar por

espectro fotométrica a 540nm de los azucares reductores. ElI método se basa
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principalmente en la reduccion del DNS (de color amarillo) por la glucosa u otro azucar
reductor al &cido 3-amino-5- nitrosalicilico (de color rojo ladrillo) (Figura 3). Este
proceso es aplicable a todos los sistemas de cultivos de medios liquidos y solidos cuya
molécula de sustrato sean azucares reductores como glucosa, xilosa, entre otros. La
coloracion final desarrollada es estable durante 24 horas, sensible y adaptable durante la

manipulacion de un gran nimero de muestras a la vez (Diaz, 2020)

HO_ .0 e HO. .0 COCH
——0H —
H L HOT— OH , HO——

Y N 'y v _’0 =l

I I =T L NH, ——H

° 0 CHOH 0 CH,OH

Acido 3 5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido J-amino-S-nitro Acido D-glucdnico

(amarillo) salicilico (Il

Figura 3. Conversion azucares reductores mediante DNS

Recuperado de (Diaz, 2020)

3.4.5 Enzima Ureasa

La ureasa es una enzima que cataliza la hidrdlisis de la urea. Fue la primera enzima
en cristalizarse en 1926 y la primera proteina enzimatica en la que se observé iones de
niquel. La ureasa desarrolla un papel en la circulacion de los compuestos nitrogenados
disponibles en el medioambiente. Ademas, se ha demostrado como factor de virulencia
esencial en diversas enfermedades. Como se muestra en la Figura 4, la hidrolisis de la
urea es un proceso donde aparece una molécula de amoniaco y una molécula de
carbonato. En solucion de agua, el carbonato se convierte espontaneamente en una
segunda molécula de amoniaco y acido carbonico y como resultado da un aumento en el

pH (Konieczna et al., 2013; Mekonnen et al., 2021).
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Figura 4. Hidrolisis enzimatica de la urea

Adaptado de (Berlicki et al., 2012)

La hidrolisis de la urea es una de las caracteristicas mas Utiles en la identificacion
de bacterias. En algunas infecciones causadas por microbios, la deteccion de esta

actividad es esencial para el diagndstico de enfermedad (Mohamed et al., 2019).

3.4.6 Enzima Caseinasa

La caseina es la principal fuente de proteina de la leche constituye
aproximadamente el 90% de su composicion de alto valor nutricional. La hidrolisis
enzimatica es un método cominmente utilizado en la modificacion de la estructura de las
proteinas con el fin de mejorar las propiedades funcionales de las proteinas. La caseinasa,
es una exo nzima natural secretada por varias bacterias, que hidrolizan la proteina y la
convierten una forma soluble biol6gicamente activa (Hussein et al., 2020; Wang et al.,
2013)

3.4.7 Aplicaciones industriales de las enzimas

Las enzimas son una de las biomoléculas mas importantes que tiene una amplia
gama de aplicaciones tanto en el campo industrial como en el biomédico (Tabla 6). Con
el crecimiento de la poblacion y el aumento de la necesidad de obtencion de productos en
menor tiempo. Las enzimas parecen ser una de las moléculas mas importantes ya que
tienen un gran impacto en sectores como el lacteo, industrial, agricola o médico (Gurung
etal., 2013).
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Tabla 7. Uso industrial de las enzimas en las diferentes areas.

Tipo de industria

Enzima

Uso

Alcohol/Bebidas

Bebidas de frutas

Comida para bebé

Procesamiento de
alimentos

Lacteos

Biologia Molecular

Petréleo

Amilasa, glucanasas,
proteasas, beta-glucanasas,
arabinoxilanos,
amiloglucosidasa,
pululanasas y acetolactato
descarboxilasa

Celulasa, Pectinasas
Tripsina
Amilasa, proteasa y papaina
Renina, lipasas y lactasas

Enzimas de restriccion,
ADN ligasa y polimerasas

Celulasas, ligninasas y
mananasas

Degradacién de almidén y policarbonato en
azucar simple. También para degradar
proteinas complejas en azlcares y asi

aumentar la eficiencia de la fermentacion.
Produccién de cerveza baja en calorias.

Proceso de clarificacion de jugo de frutas
Alimentos para bebe

Degradacion de almidén y proteinas
compleja, ablandamiento de carne
Hidrdlisis de proteinas, produccién de queso
y produccidn de glucosa a partir de lactasa.
Se utiliza para manipular el ADN en la
ingenieria genética, esencial para la
restriccion de la digestion y la reaccion en
cadena de la polimerasa, también importante
en la ciencia forense.

Formacion de enlaces cruzados en
biopolimeros para producir materiales in situ
mediante procesos de polimerizacion

Procedente de (Gurung et al., 2013)

3.4.8 Produccion de enzimas a partir de microorganismos

Las enzimas microbianas son biocatalizadores que han sido ampliamente estudiados
por sus ventajas frente a catalizadores de origen quimico. Estas biomoléculas producidas
mediante la biotecnologia son tendencia global al tener una mayor especificidad les
permite discriminar las moléculas (regia especificidad) e incluso entre isomeros opticos
de una misma molécula (estéreo especificidad). Estas enzimas poseen resistencia a
diversas condiciones de reaccion como temperatura, pH y presion. Como se muestra en
la Figura 5, el proceso biotecnoldgico esta conformado por 3 etapas upstream, midstream
y downstream que se desarrollan en un conjunto de operaciones (Chavan & Mulaje V,
2013; S. Lietal., 2012)
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Etapa

Upstream

Proceso Biolecnologico

Midstream

Downstream

—  Operacién

Conservacion de la
cepa

Crear cultivos puros

Generar medios de
conservacion

Disefio del biomeactor

Seleccion modo de

H operacion y determinar

condiciones dptimas

| | Formulacién medio de | |

cultivo

Esiablecer [a

| compaosicion del medio

de cultivo con los
compuestos necesanos

Fermentacion

Etapa (aerdbica o

| anaentbica) donde se

produce biomasa
moléculas de interas

Tipo de fermentacion

-Sustrato Sdlido
-Sustrato Liquido

Extraccion -
Recuperacion

Aislar la molecula
bicactiva del caldo de
fermentacion por
métodos fisicos o
quimicos

Purificacion

Remover y eliminar
residuales y
contaminantes del
proceso

Formulacidn

Serie de operaciones
pentendientes a la
estabilizacion,
estandarizacion 1{
presentacion de

producto

Figura 5. Etapas de un proceso biotecnoldgico para la obtencion de enzimas.

Adaptado de (Genilloud, 2017; Mayanglambam et al., 2020; Robinson, 2015)
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO
En el presente capitulo se describe los procesos empleados para el desarrollo de la
investigacion detallando la zona donde se realiz6 el muestreo y sus caracteristicas
ambientales de ubicacion. Ademas, se describen las técnicas de aislamiento,
caracterizacion morfoldgica, la identificacion molecular de los microorganismos aislados,
los protocolos para determinar la cinética de crecimiento y para la produccion de enzimas

hidroliticas en biorreactores.

4.1 Caracterizacion del area de muestro

La recoleccion de muestras para el aislamiento de actinomicetos se realiz6 en la
Reserva Ecoldgica de Manglares Mataje-Cayapas, ubicada en la provincia de Esmeraldas,
cantdn San Lorenzo, al norte del pais (1°24'10.2"N 78°52'36.8"W) (Figura 6). El muestro
fue realizado bajo la autorizacion ambiental emitida por el Ministerio del Ambiente y
Agua “MAAE-ARSFC-2020-0703. El lugar fue seleccionado debido a la presencia de
manglares con baja interaccion humana para el aislamiento de actinomicetos productoras

de enzimas hidroliticas.

R ’ “w

cl| A RESERVA ECOLOGICA DE

~ MANGLARES ATAJE CAYAPAS
h)
Vo o~ PUNTOS DE MUESTREO
el (1°2410.2°N 78°52'36.8"W)

A. ECUADOR O 172%10.8"N 78°5236.3"\WV
B. ESMERALDAS @ 1°2410.7"N 78°52/36.3"W
C. SAN LORENZO @ 1°2410.4"N 78°82'36.3"W

Figura 6. Mapa de ubicacion de la Reserva Ecologica Manglares Cayapas-Mataje,
ciudad de San Lorenzo, provincia de Esmeraldas (zona de muestreo).
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4.2  Descripcion del area de experimental

La parte experimental del presente estudio se realiz6 en las instalaciones del
Laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la Universidad Técnica del Norte en el Campus
Antiguo Hospital San Vicente de Paul (0°20'49.3"N 78°06'51.2"W), ubicado en el cantdn

Ibarra, provincia de Imbabura.

4.3 Muestreo in situ

En la Reserva Ecoldgica Manglares Mataje Cayapa, existen comunidades humanas
que realizan actividades de pesca y comercio, lo que limita las areas donde la interaccion
humana es baja. Por este motivo, se selecciono un area poco afectada por actividades
antrdpicas y se aplicé un muestreo por conveniencia sin un arreglo probabilistico.

Para obtener la muestra compuesta se recolectaron 6 submuestras de 100g de suelo
tomado de la rizésfera de 3 manglares con una separacion de 10m entre cada punto. Con
el uso de una doble pala, mediante una puncién directa se obtuvieron las muestrasmuestra
de suelo a 5cm de profundidad en una disposicion triangular (Figura 7). Las muestras
fueron almacenadas en bolsas ziploc de polietileno secas y estériles con cierre hermético
para ser transportadas en el interior de una nevera portatil una temperatura de 4°-10°C.
Las muestras fueron rotuladas con datos técnicos como temperatura ambiental,
temperatura marina, pH del suelo, pH del agua y las coordenadas GPS (Deepa et al., 2013;
Hong et al., 2009b; F. Li et al., 2019).

A

l Punci6n directa

5cmde
profundidad

Figura 7. Obtencion de muestras de la rizosfera de los manglares. (A) Puntos de
muestreo cercanos al mangle disposicion triangular. (B) obtencion de la muestra por
puncion directa.
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4.4  Aislamiento de cepas nativas

De las submuestras de suelo obtenidas, se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta
llegar a la concentracion 10 en solucidn salina (Figura 8) (F. Li et al., 2019). Se prepar6
agar de aislamiento de actinomicetos agar (caseinato de sodio 2,00g/L, L-asparragina
0,10g/L, propionato de sodio 4,00¢/L , Fosfato dipotasico 0,50g/L, Sulfato de magnesio
0,10g/L, Sulfato ferroso 0,001g/L) adicionando 5ml/L de glicerol y 150mg/L de
itraconazol como control fungico (Leon et al., 2007).

Se inoculd 1ml de la dilucién a 10 que se disperso sobre toda la superficie con el
asa de Drigalsky. Las cajas se incubaron a 21°C por 17 dias. Se llevaron a cabo controles
del crecimiento cada 24 horas para identificar y seleccionar colonias. Las cepas con
caracteristicas fueron resembradas hasta obtener cultivos puros (Deepa et al., 2013; Hong
etal., 2009; F. Li et al., 2019).

A _ .
. 1.0mL 1.0mil 1.0mL 1.0ml
Muestra
ﬁ.:cl TL or
Salina
10! 102 103 10
B
o % Incubar
por 17dias
@ Se colocod 1ml de @ Se expandio la @ Se realizaron
la dilucién 10-* muestra sobre la controles de
superficie crecimiento
pasado el periodo

de incubacion

Figura 8. (A) Diluciones seriadas de la muestra de suelo hasta alcanzar la
concentracion de 10-4. (B) Siembra por expansion en la superficie.
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4.5 ldentificacion morfoldgica

Las cepas se identificacion mediante la observacion y delimitacion de
caracteristicas macroscépicas de actinomicetos como la formacion de micelios aéreos,
forma, aspecto y color de la colonia. Ademas, se realizd la observacién microscopica
para determinar la forma bacteriana y la clasificacion Gram de las cepas. Las cuales se
codificaron segun el pais de origen, la provincia, la zona de muestro y el tipo de bacteria
a aislarse “EEMA” donde E= Ecuador, E=Esmeraldas, M=Manglar y A= Actinomicetos
(Ulrike Tarazona et al., 2018).

4.6 Determinacion de la actividad enzimatica de los aislados

Las cepas asiladas fueron sometidos a pruebas rapidas colorimétricas para
determinar la capacidad de producir enzimas hidroliticas como amilasa, celulasa,
caseinasa y ureasa (Parada et al., 2017; Tarazona J. et al., 2018). Los aislados que
presentaron mayor capacidad de degradacion de sustrato fueron evaluadas en
biorreactores y comparadas con bacterias utilizadas como cepas control (Tabla 7) que
fueron obtenidas del cepario bacteriano del laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la
Universidad Técnica del Norte (Abbas et al., 2014)

Tabla 8. Cepas control en las pruebas de actividad enzimatica.

Especie Cédigo Prueba de hidrdlisis
Bacillus Subtilis 11774 Almidon / Caseina
Klebsiella pneumoniae - Urea

ﬁédigo: codificacion del cepario del Laboratorio de Biotecnologia Aplicada- Universidad Técnica del
orte
4.6.1 Produccion de enzima ureasa

Se prepard un total de 16 tubos de Agar Urea base (dextrosa 1,00g/L, peptona de
gelatina 1,00g/L, rojo fenol 0,012 g/L, KH2PO4 2,00g/L, NaCl 5,00g/L, agar 2,40g/L).
Se peso 3,84 gramos que se disolvieron en 160ml de agua destilada. El medio se esterilizo
a 121°C durante 15 minutos y finalmente se adicion6 8ml de solucion estéril de urea al
40%. El medio se dispenso en tubos de ensayo esterilizados y se dejé solidificar en pico
de flauta. Se inoculé una colonia de los cultivos puros previamente obtenidos mediante
la siembra por estriado. Se incub6 durante un periodo 48 a 72 horas a 36°C. Al cabo de

las 72 horas se realizd una valoracion cualitativa basado en el cambio de tonalidad del
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medio. En la que el color amarillo representd una prueba negativa 'y una prueba de color

rojo, rosado o violeta como positiva (Konieczna et al., 2013).

4.6.2 Produccion de enzima amilasa

Se preparé un total de 16 tubos de Agar Almidén (almiddn soluble 10g/L, peptona
3g/L, CaCl2 0,10g/L, MgSO4 0,10g/L agar 12,00g/L). Se pesé 4,1g Agar Almidon que
fueron disueltos en 160ml de agua destilada. EI medio se esteriliz6 a 121°C durante 15
minutos. El medio se dispensé en tubos de ensayo esterilizados y se dejo solidificar el
medio en pico de flauta. Se inoculd una colonia de los cultivos puros previamente
obtenidos mediante la siembra por estriado. Se incubd durante un periodo 48 a 72 horas
a 36°C (Konieczna et al., 2013). Al cabo de las 72 horas, la produccion de amilasa se
observd al inundar los tubos con lugol y descartar el sobrante. Se realizé una valoracién
cualitativa segun la tonalidad del medio cercano a la colonia. Donde las pruebas positivas
presentaron color translucido, blanco o amarillo y las negativas color azul (Malisorn &
Nikhome, 2014).

4.6.3 Produccion de enzima caseinasa

Se preparé un total de 16 tubos de Agar de leche desnatada. Se pesé 1.6 gramos
de medio de cultivo que fueron disueltos en 160ml de agua destilada. EI medio fue
esterilizado a 121°C durante 15 minutos posteriormente se dispenso en tubos de ensayo
esterilizados y se dejo solidificar el medio en pico de flauta. Se inoculé una colonia de
los cultivos puros previamente obtenidos mediante la siembra por estriado. Se incubo
durante un periodo 48 a 72 horas a 36°C. Al cabo de las 72 horas se realiz6 una valoracion
cualitativa por la decoloracion del medio. Donde las pruebas positivas presentaron color

translucido y las negativas color blanco. (Konieczna et al., 2013; Shen et al., 2020).

4.6.4 Produccion de enzima celulasa

Se prepard un total de 16 tubos de Agar CMC (carbo-ximetil-celulosa 10g/L,
KH2PO4 0,16g/L, MgSO4 0,01g/L, CaCl. 0,01g/L, agar 12,00g/L). Se pesé 4,18g de
medio de cultivo que fueron disueltos en 160ml de agua destilada. EI medio fue
esterilizado a 121°C durante 15 minutos posteriormente se dispenso en tubos de ensayo

esterilizados y se dejo solidificar el medio en pico de flauta. Se indculo una colonia de
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los cultivos puros previamente obtenidos mediante la siembra por estriado. Se incub6
durante un periodo 48 a 72 horas a 36°C.(Konieczna et al., 2013).

Al cabo de 72 horas la actividad de celulosa se observé agregando 3ml de agar
con rojo Congo al 1% las placas y dejar actuar por 15 minutos. Se elimind el exceso y se
realizé un lavado agregando 2ml de solucion de NaCl a 1M dejar reposar por 60 minutos.
Se descarto la solucion y se realiz6 un lavado con &cido acético al 2%. Se valor6 los
resultados de manera cualitativa segun la tonalidad del medio cercano a la colonia. Donde
las pruebas positivas presentaron color amarillo y una prueba de color rojo como negativa
(Malisorn & Nikhome, 2014)

4.7 Identificacion molecular de las cepas

Las cepas aisladas con mayor actividad enzimatica fueron enviadas a los
laboratorios IDGEN donde se realiz6 la identificacion molecular por el método de
SANGER que fueron analizados en programas bioinformaticos.

Los resultados de la identificacion se procesaron en el software bioinformatico
GENEIOUS PRIME version 2022.2.1, en el cual se elimino el ruido dentro de las
secuencias, se cred reversos complementarios y se cred alineamientos. Estas secuencias
se compraron con la base de datos de nucleétidos de GenBank-NCBI mediante la

herramienta basica de busqueda de alineamiento local.

4.8 Determinacion de la cinética de crecimiento

Se determind la tasa especifica de crecimiento con respecto al medio de cultivo a
lo largo del tiempo e identifico las etapas. Las cepas con mayor actividad enzimatica
EEMA-1, EEMA-2 y EEMA-4. Se inocularon en 100ml de caldo nutriente en un matraz
Erlemeyer. Estos biorreactores estuvieron en un agitador orbital en operacion durante
96horas a 150rpm y 30°C (Gebreyohannes et al., 2013).

Las curvas de crecimiento de las cepas se determinaron con 1ml de muestra del
caldo de cultivo recolectado dos veces al dia con una diferencia de 8 horas entre toma
durante 4 dias a partir de las 24 horas de la inoculacion. Las muestras se depositaron en
una cubeta con a ayuda de una micropipeta en la cAmara de flujo laminar. Las muestras
fueron evaluadas en el espectrofotometro UV (Jenway 6705 UV/Vis) a una longitud de
onda de 600nm (Abbas et al., 2014).
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4.9 Obtencion de extractos enzimaticos

Se prepard un indculo en 10ml de agua destilada estéril ajustando la concentracion
bacteriana del tubo a 0.5 en la escalada de McFarland como se muestra en la Figura 9,
(Gebreyohannes et al., 2013).

El bio-proceso se realizé en matraces con un volumen de 250ml, operando en forma
lote “batch” con tapa de algoddn que permitio el intercambio gaseoso para la produccion
de amilasa y un tapdn de plastico para la produccién de caseinasa y ureasa, a 115 rpm,
36x1°C por 96 horas (Leon et al., 2007).

Las muestras de 50ml de los biorreactores de produccion de ureasa y amilasa fueron
recuperadas en tubos Falcon al cabo de las 96 horas. Estas muestras se centrifugaron a
4500rpm durante 20 minutos a 4°C. Con el fin de determinar la actividad, se tomo el
sobrenadante que fue filtrado a través de filtros de 0.22micras para eliminacion de
residuos bacterianos (Servent et al., 2020).

Las muestras de 1ml de los biorreactores de produccion de amilasa fueron
recuperados cada 24 horas. Estas muestras se llevaron a la microcentrifuga a 4500rpm
durante 20 minutos a 4°C. Con el fin de determinar la actividad, se tomo el sobrenadante
que fue filtrado a través de filtros de 0.22micras para eliminacion de residuos bacterianos
(Servent et al., 2020).

. .
@ Se tomo la La muestra sc Se depositd Los
muesira @ coloco en @ ¢l inoculo biomreactores sc
biologica del apua destilada bacterianoe en llevaren a un
cultivo puro ¥ 5¢ ajusto a ¢l biorreactor Shaker, durantc
0.5 96h a 150rpm ¥
MgFarland 30°C
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Figura 9. Bio-proceso para produccion, recuperacion y semi-purificacion de enzimas
producidas por actinomicetos.

4.9.1 Medios de cultivo para la produccion de enzimas hidroliticas
Los medios se formularon basados en la composicion de los agares comerciales
que inducen la produccion de las enzimas hidroliticas (tabla 8). Las pruebas en

biorreactores se realizaron por triplicado con un volumen de 100ml por cada cepa.

Tabla 9. Composicion de los medios de cultivo para cada cepa segun la produccién
enzimatica presentada.

Actividad enzimatica Composicién de medio Cantidad (g/L)

Amilasa Almidon soluble 10
Extracto de levadura 3

CaCl; 0,10

MgSO. 0,10
Ureasa Urea 20

Extracto de levadura 0,10

KH2PO: 9,50

Caseinasa Glucosa 0,10

Extracto de levadura 0,05

Caseina 0,05

KH2PO4 0,10

MgSO4 0,10

(Hussein et al., 2020; Mazzei et al., 2017; Mukhtar, 2017)
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4.10 Evaluacién del extracto enzimatico

4.10.1 Extracto con enzima amilasa

Se realizé la reaccion enzimatica amilolitic5a, creando una muestra al combinar
1ml de sobrenadante mas 1ml de almidon al 1% p/v que se coloco en el termo bloque a
60°C durante 30 minutos. La reaccion enzimatica se detuvo al sumergir las muestras en
agua con hielo durante 5 minutos. Los azucares liberados (mg/ml) fueron cuantificados
con el método DNS (&cido 3, 5 dinitro salicilico). La reaccion se prepard en tubos de
ensayo, tomando 500pl de la solucién y 500pl del reactivo DNS. Los tubos se calentaron
en bafio Maria a 100°C por 5min, se dejo reposar a temperatura ambiente por 15 miny se
registro la absorbancia en el espectrofotdmetro a 540nm (Sanchez Castelblanco et al.,
2020).

4.10.2 Extracto con ureasas

La reaccidn enzimatica se evidencio por la formacidn de halos de hidrdlisis y se
cuantific6 en mm por el cambio de coloracion en el medio de cultivo. Se coloco discos
de papel filtro que contenian 10ul del extracto semi-purificado tanto de la cepa aislada,
del control bioldgico positivo Klebsiella pneumoniae y del control negativo (agua

destilada) en placas de agar Urea Christensen.

4.10.3 Extracto con Caseinasas

La reaccion enzimaética se evidencid por la formacion de halos de hidroélisis y se
cuantificd en mm por el cambio de tonalidad en el medio de cultivo. Se colocé discos de
papel filtro que contenian 10 pl del extracto parcialmente purificado tanto de la cepa
aislada como del control bioldgico positivo Bacillus subtilis 11714 y del control negativo

(agua destilada) en placas de leche descremada agar.

4.11 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos fueron analizados con el software estadistico
Infostat version 2020e. La actividad enzimatica (ureasa, amilasa, caseinasa y celulasa) se
evalu6 de manera cualitativa por la formacion de halo de hidrolisis para cada uno de los
cultivos obtenidos. Se realiz6 una prueba de Chi Cuadrado (a: 0,05) no paramétrica para
verificar correlacion de las frecuencias esperadas sobre las observadas entre la presencia
y ausencia actividad hidrolitica formada por las cepas aisladas EEMA-1, EEMA-2,
EEMA3, EEMA-4, EEMA-5, EEMA-6, EEMA-6, EEMA-7 y EEMA-8.
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Para determinar las diferencias en la actividad enzimética especifica (ureasa,
amilasa, caseinasa) de las cepas seleccionadas, se realizO un ANOVA (a: 0,05) y
posteriormente una prueba Tukey, usando un control positivo (microorganismo productor

de la enzima) y un control negativo (agua destilada).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
En el presente capitulo se describen los resultados obtenidos en los ensayos descritos
en el apartado de marco metodolégico desde las cepas aisladas de Reserva Ecoldgica de
Manglares Cayapas-Mataje, su identificacion molecular, se reporta la cinética de
crecimiento hasta la produccion de enzimas hidroliticas (amilasa, celulosa y caseinasa)

de cada cepa seleccionada.

5.1 Aislamiento e identificacion de actinomicetos procedentes de la rizésfera de
manglares
Las muestras de sedimento marino fueron recolectadas a cinco centimetros de
profundidad con condiciones ambientales de 24°C y con un pH 8. Las coordenadas
geograficas de cada uno de los puntos seleccionados para el muestreo de Reserva

Ecoldgica de Mantaglares Cayapas-Mataje se muestran en la Tabla 9.

Tabla 10. Coordenadas geograficas de los tres puntos de muestreo, Reserva Ecol6gica de
Manglares Cayapas — Mataje.

Sub-Muestra Coordenadas
1 1°24'10.8"N78°52'36.3"W
2 1°24'10.7"N78°52'36.3"W
3 1°24'10.4"N78°52'36.3"W

En el proceso de aislamiento se observd contaminacién por Aspergillus spp, por
lo que el medio de cultivo (Agar de Aislamiento de Actinomicetos) fue suplementado con
150 mg/L de itriconazol como control fangico. Se obtuvieron 12 cultivos puros, de los
cuales finalmente se seleccionaron 8 de ellos correspondientes a las cepas que presentaron

caracteristicas macroscoépicas del filo actinomicetos (Figura 10).
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Figura 10. Cepas aisladas de actinomicetos que presentan caracteristicas tipicas de este
grupo como ramificacion bacteriana (EEMA-1, EEMA-2, EEMA-3, EEMA-4, EEMA-
5, EEMA-6) y aspecto de colonia solida-seca (EEMA-1, EEMA-3, EEMA-4) y blanda

(EEMA-2, EEMA-5, EEMA-6, EEMA-7, EEMA-8).

Las unidades formadoras de colonia presentaron una coloracion amarrilla, blanca

y gris. Un aspecto de colonia macroscopico liso o rugoso con consistencia blanda o seca

como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 11. Caracteristicas microscépicas y macroscopicas de las colonias de los cultivos

puros.
Cultivo Color colonias bacteriana Aspecto de colonia
EEMA-1 Blanco-Grisaceo Seco-Rugosa
EEMA-2 Blanco-Amarrillo Blanda-Lisa
EEMA-3 Amarrillo Seco-Rugosa
EEMA-4 Blanco-Grisaceo Seco-Rugosa
EEMA-5 Gris Blanda-Lisa
EEMA-6 Blanco Blanda-Lisa
EEMA-7 Blanco Blanda-Lisa
EEMA-8 Blanco-Amarrillo Blanda

Todos los aislados fueron identificados como bacterias Gram positivas con

morfologia de bacilos ramificados.

La mayor parte de las investigaciones reportan en actinomicetos caracteristicas

macroscopicas y microscopicas, fenotipicas, fisioldgicas y bioquimicas similares. Los

rasgos tipicos es la forma de colonia lisa o rugosa, como formacion de micelio radial,
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presencia o ausencia de formacidn de cadena de colonias, disposicion espacial de cadena,
con pigmentaciones blancas, amarillas, rojas y gris. (Azman et al., 2015; Hong et al.,
2009; Ulrike Tarazona et al., 2018). Como las caracteristicas que presentan los aislados
en esta investigacion.

Segun Azman et al., (2015) los Streptomyces son las especies dominantes con
mayor biodisponibilidad en ecosistemas marinos presentes en sedimentos. Sin embargo,
existen especies raras son relativamente dificiles de aislar, cultivar y mantener; debido a
su entorno natural como lo son los géneros de Actinomadura, Actinoplanes,
Amycolatopsis,  Cryptosporangium,  Microtetraspora,  Nocardia, = Nonomurae,
Kibdelosporangium, Pseudonocardia, Saccharomonospora, Saccharothrix, entre otros.

La dificultad de aislamiento se debe a que el medio de actinomicetos no es
estrictamente selectivo porque se han reportado aislados bacterianos correspondientes a
otras familias y presencia de crecimiento fungico por lo que el medio debe ser

suplementado con antibidticos y antimicoticos (Parada et al., 2017)

5.2 Pruebas actividad enzimatica

La capacidad de secretar enzimas hidroliticas extracelulares de las cepas aisladas
se evidencio en un periodo de tiempo entre 48 y 72 horas como se muestra en la figura
12. De hecho, el 87,5% present6 actividad amilolitica, el 75% hidrolizaron urea y el
62,5% mostraron actividad proteolitica sobre la caseina. Las cepas EEMA-1, EEMA-2y
EEMA-1 resaltaron por su capacidad amilolitica, ureolitica y proteolitica

respectivamente. Sin embargo, ninguna cepa mostré actividad sobre la celulosa.
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Actividad Caseinasa
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Figura 11. Actividad enzimatica en pruebas répidas para detectar hidrolisis del sustrato
especifico (A) almiddn, (B) Ureay (C) Caseina durante un periodo de 48 a 72 horas

Las cepas aisladas mostraron una zona de aclaramiento en la prueba de hidrolisis
del almiddn que se observo alrededor del cultivo al afiadir lugol al medio. Entre todas las
cepas EEMA-2, EEMA-5, EEMA-6, EEMA-7, EEMA-8 mostraron actividad enzimatica
mientras que las cepas EEMA-3 y EEMA-4 no presentaron actividad. La cepa EEMA-1
mostré mayor capacidad para secretar enzimas que hidrolizan almidén creando un halo
de hidrolisis més pronunciado en el medio de cultivo.

Las investigaciones previas sefialan a la amilasa como una de las enzimas de
interés biotecnoldgico e industrial mas grande debido a sus mdultiples aplicaciones.
Representando el 25% del mercado mundial segun Gopinath et al., (2017), las enzimas
amilasas son utilizadas en alimentos dentro de la produccion de bebidas alcohdlicas,
jarabe de maiz o malta y como aditivito alimenticio. Ademas, se encuentran presentes en
detergentes, productos farmacéuticos y textiles. Como describe Al-Agamy et al., (2021),
en su investigacion donde afirma que los microorganismos marinos funcionan como un
complemento para el desarrollo de procesos industriales al poder secretar diversas
enzimas Utiles.

Asi mismo, la actividad ureasa fue identificada por un cambio de color en el medio
donde amarrillo describe actividad negativa y un color rojo violeta representa actividad
positiva. Las cepas EEMA-1, EEMA-3, EEMA-4, EEMA-5, EEMA-7 y EEMA-8
mostraron actividad enzimatica. Sin embargo, la cepa EEMA-1 no secreto enzimas
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ureoliticas manteniendo una tonalidad amarrilla en todo el medio de cultivo durante 72
horas. No obstante, la cepa EEMA-2 demostr6 mayor capacidad para producir enzimas
que hidrolizan urea que se evidencié en la prueba al tener mayor porcentaje de cambio de
color en el medio de cultivo.

A partir del descubrimiento y la cristalizacion de la ureasa se desarrollaron
pruebas clinicas para determinar la cantidad de urea presente en fluidos corporales. Sin
embargo, esta enzima se encuentra relacionada con factores de virulencia de
microorganismos patdgenos presentes en el tracto urinario y digestivo de mamiferos de
muestras clinicas. Esta enzima también ha sido asociada a la formacion de calculos y
Ulceras gastricas. (Mekonnen et al., 2021; Robinson, 2015).

En la agricultura, la ureasa permite a los microorganismos obtener nitrogeno del
suelo por medio de la sintesis de amoniaco y carbomato. Sin embargo, estudios previo
demostraron que estas reacciones liberan amoniaco al ambiente disminuyendo la carga
de nitrégeno para las plantas, pero logran contrarrestar el pH del suelo reduciendo el estrés
en las plantas (Kappaun et al., 2018).

Ademas, las cepas aisladas mostraron una zona de aclaramiento en el medio agar
leche desnatada que se observé alrededor del cultivo. En la prueba de hidrdlisis de caseina
fueron las cepas EEMA-2, EEMA-3, EEMA-5y EEMA-7 las que mostraron actividad
enzimatica. Sin embargo, las cepas EEMA-1, EEMA-6 y EEMA-8 no presentaron
actividad protedlitica manteniendo la tonalidad blanca en el medio de cultivo. La cepa
EEMA-4 present6 la mayor capacidad hidrolitica de caseina a lograr un cambio de
tonalidad del medio del cultivo equivalente el 50%.

La caseinasa participa en la descomposicion de la caseina de la proteina de la leche
transformandola en azucares simples de facil asimilacion en el cuerpo para producir
moléculas de ATP y grasa. La caseina puede ser una fuente inmediata de energia y esta
involucrada en el desarrollo muscular con un proceso de hidrélisis enzimatica o acida.
Estas enzimas son ampliamente utilizadas en la industria de elaboracion de productos
lacteos, papel y textil. Dada la importancia de la caseinasa, la presente investigacion
obtuvo resultados semejantes a los publicados por Hussein et al., (2020), donde se
obtiene caseinasa a partir de microorganismos aislados de suelos pero en condiciones de

cultivo diferente con una temperatura de 40°C.

Los resultados fueron analizados con una prueba de Chi cuadrado no paramétrica

con un nivel de significancia de 0,05 (gl=3; p=0,0024) donde existe una correlacion
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positiva entre las cepas aisladas de la rizosfera de manglares y su capacidad de producir

enzimas hidroliticas de sustrato como el almidon, la ureay la caseina.

En trabajos previo realizados por Tarazona et al., (2018), Leon et al., (2007),
Parada et al., (2017) y Al-Agamy et al., (2021), describen a los microorganismo de
estuarios marinos con varias menciones de actinomicetos como productores de vitaminas,
antibidticos, antimicoticos y enzimas extracelulares como amilasas, celulasas, lipasas,
estereasas, pectinasas y proteoliticas de importancia académica, industrial, ambiental,
bioldgicas y biotecnoldgicas. Los resultados mostraron la degradacion de diferentes
sustratos como almidon, urea y caseina directamente relacionados al metabolismo
bacteriano en interaccion a las condiciones de cultivo y tiempo de incubacion.

Asi mismo, Parada et al., (2017) y Rao et al., (2017) afirman la habilidad que
poseen los microorganismo productores de enzimas aparece cOmo un mecanismo de
adaptacion a los factores abidticos como temperatura, pH, salinidad, altitud y
disponibilidad de nutrientes. En el caso de los microorganismos asociados a los manglares
que cumplen la funcién de descomposicion de moléculas, la baja presencia de material
vegetal que existe por la constante interaccion mareal limita el asentamiento de hojas,
ramas Yy tronco que reduce la poblacion microbiana con capacidad de hidrolizar celulosa.
Por tanto, los resultados mostraron que las cepas aisladas de la rizosfera de manglar no
poseen capacidad de hidrolizar celulosa.

Sin embargo, Florez, (2016) y Saravanakumar et al., (2016), demostraron que los
actinomicetos aislados de bosques tanto de muestras suelo o vegetales en descomposicion
fueron eficientes en procesos de compostaje y presentan capacidad de hidrolizar la

celulosa como mecanismo de adaptacion.

5.3 Identificacion molecular

Los resultados de la identificacion molecular de los aislados a nivel de especie
fueron realizados por el método SANGER amplificando el fragmento rpoB de las cepas
que presentaron mayor actividad enzimatica (Laboratorios IDGEN). Los analisis
bioinformaticos con el uso de la herramienta basica de busqueda de alineacion local

(BLAST) describen los resultados como se muestra en la tabla 11.
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Tabla 12. Datos moleculares de las colonias aisladas con mayor actividad enzimatica

Muestra  Actividad Longitud Organismo  Fragmen %o de N° Acceso
enzimatica Pb to Identida NCBI
EEMA1 Amilolitica 361 P_se_udomona rpoB 81,82 CP005975.1
EEMA2 Ureolitica 961 SF';sn;fuac;eomona rpoB 99,90 CP093333.1
EEMA4 Proteolitica 1201 gzrancli?ﬁs rpoB 98,79 MT642947.1

piramycoides

Al realizar una bioprospeccién, la informacion de un microorganismo desconocido
es esencial para establecer su relacion con otros organismos, el ecosistema y sus aspectos
funcionales. El aislamiento e identificacion molecular a partir de los marcadores mas
comunes del RNA ribosomal es el més utilizado debido a la cantidad de datos existentes
de acceso publico (Das et al., 2014).

La implementacion de genes codificadores de proteinas, implicados en el
mantenimiento celular que describen una mayor tasa evolutiva que las regiones
conservadas son mas usados en la taxonomia como el gen atpD (que codifica la subunidad
F1-Beta de la ATP-Sintasa), recA (recombinasa A), rpoB (subunidad de ARN
polimerasa) que es esencial para la transcripcion del ADN y la supervivencia celular.

Dado que la mayoria de las bacterias codifican un Gnico gen rpoB y este marcador
molecular ha demostrado que la divergencia es significativamente mayor entre especies
que como lo describe los genes de la region 16s rARN en el que el porcentaje de
homologia entre diferente especie oscila entre el 83 y el 99%. Estos porcentajes son
inferiores a los observados en la identificacion con el gen 16s rARN que podria atribuirse
a la falta de base de datos de acceso publico, la falta de protocolos estandarizados para
generar datos de secuencias de rpoB, la falta de integracion de datos en las plataformas
de acceso publico de aislamientos caracterizados que pueden genera posibles errores
experimentales en el proceso de identificacion molecular (Das et al., 2014; Gaballa et al.,
2021; Sinha et al., 2020).

Las secuencias resultantes se compararon con bases de datos gendmicas globales
con la herramienta bésica de alineamiento local para obtener la identificacién molecular
del microorganismo con mayor probabilidad, describiendo una similitud entre 97 y 99,9

%. Sin embargo, las bacterias fueron aisladas en medio de cultivo selectivo para
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actinomicetos por esto se limito la comparacién implementando un filtro al filo de
actinomicetos en el proceso donde las cepas EEMA-1, EEMA-2 y EEMA-4 presentan un
porcentaje de identidad con Myceligenerans indicum y Streptomyces avermitillis con un
92,92%, 96,73% y 99,57% respectivamente, que podria estar relaciona a esta deficiencia
de la base de datos de secuencias a partir del gen rpoB describiendo un resultado de tipo
parcial y no genémico completo.

Debido a esto, los resultados obtenidos sin restricciones poseen una mayor
credibilidad, dado que la comparacidn se realiz6 con todos los datos gendmico de acceso

publico disponibles.

5.4 Cinética de crecimiento de las cepas EEMA (1), (2) y (4).
Al analizar la cinética de las tres cepas seleccionadas por presentar mayor actividad
enzimatica, se identificaron en todos ellos tres fases de crecimiento bacteriano (fase de

latencia, fase exponencial y fase estacionaria) como se muestra en la Figura 13.
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Figura 12. Cinética de crecimiento de las cepas con mayor actividad enzimatica.

Las cepas seleccionadas experimentan fase de latencia durante un periodo inferior
a 24 horas. Los cultivos se mantuvieron en fase exponencial durante 48 horas. Cabe
mencionar que el tiempo transcurrido para cada fase es dependiente de la cepa. la fase

estacionaria se presentd a partir de las 72 horas donde se presenta la maxima
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concentracion celular en el medio describiendo una tasa de crecimiento especifico (i)
(EEMA-1=0,545 h'l, EEMA-2= 0,486 h'y EEMA-4 =0,511 h!). La fase estacionaria
fue la etapa mas importante para la recuperacion enzimatica disuelto en el biorreactor.
En la biotecnologia el estudio de la cinética de crecimiento bacteriano es importante
para optimizar la produccion de metabolitos y biomasa. La fase de latencia de las bacterias
es el periodo de ajuste metabolico y adaptacion al medio en el que los microorganismos
sintetizan RNA, enzimas y otras moléculas necesarias para comenzar la fase exponencial.
Por tanto, cuando las bacterias entran en la fase estacionaria los nutrientes se agotan y se
acumulan metabolitos secundarios, desechos metabo6licos y moléculas de interés
generadas durante las fases de latencia y exponencial. En esta investigacion las enzimas
hidroliticas extracelulares presentes en el medio de cultivo alcanzaban su concentracion

maxima a partir de las 72 horas (Vishal, 2017).

5.5 Evaluacion del extracto enzimatico producto de la fermentacion
5.5.1 Produccién de amilasa

La cepa EEMA-1 que describi6 mayor actividad enzimatica en los ensayos
preliminares fue evaluada en la produccién enzimética en un biorreactor. Como se
muestra en la Figura 14, los extractos enzimaticos se obtuvieron a las 24, 48 y 72 horas
de operacion del reactor y se evalud la transformacion del almidon en glucosa por el

método DNS y su disponibilidad en el caldo de cultivo.
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Figura 13. Evaluacion de la hidrdlisis de almidon por el método DNS de los reactores
1,2,3 y el microorganismo control.

El anlisis estadistico ANOVA muestra que en la (Figura 14), no existe una diferencia
significativa entre los extractos enzimaticos parcialmente purificados recuperados y
utilizados para valorar hidrolisis de almidon (mm) producido por EEMA-1 y el control
positivo (Bacillus subtilis 11714) (F=0,30; gl;=3; P= 0,8229) a lo largo del proceso

fermentativo.

El tiempo de incubacion desempefia un rol importante en la produccién enzimatica.
En el presente trabajo la maxima concentracion de amilasa fue observada durante la fase
estacionaria de las bacterias a partir de las 72 horas. Asi como se sefiala en trabajos
previos realizados por Al-Agamy et al., (2021) en donde se reporta que al concluir la fase
exponencial las bacterias alcanzan su produccion de amilasa.

Por otra parte, el almidon soluble como sustrato sirve como una fuente de carbono
con mayor biodisponibilidad en el medio para potenciar el crecimiento bacteriano y la
produccion enzimatica, fendmeno descrito por una variedad de bacterias entre estas

Streptomyces por Al-Agamy et al., (2021) y Mayanglambam et al., (2020).

51



Los extractos enzimaticos se recuperaron de los biorreactores EEMA-1 a partir de las
24 horas como en estudios de obtencién de enzimas amilasas con otros microorganismos
mas comunes como es el caso de Bacillus subtilis y lactobacillus como se detalla en la

investigacion realizada por Kanpiengjai et al., (2015)

5.5.2 Produccién de Ureasa
La produccion de enzima por la cepa se evalud por la distancia (mm) formada por
halo de hidrolisis en placas de Christensen Medio (urea agar base) como se muestra en la

Figura 15.
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Figura 14. Evaluacion de la hidrolisis de urea por formacién halos (a) (mm) de las
repeticiones (1,2,3) y el control positivo (c).

El analisis estadistico muestra que en la (Figura 14) la hidrélisis enzimética de
ureasa, existe una diferencia significativa en la dimension (mm) de los halos de hidrolisis
formados en placas Christensen Medio (urea agar base) producidos por los extractos
enzimaticos parcialmente purificados de la cepa EEMA-4 (F=15,93; gl;=1; P= 0.0013)

con respecto al control bioldgico K. pneumoniae durante el proceso fermentativo.
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La urea es la fuente de nitr6geno para plantas y microorganismos presentes en el
suelo que es metabolizada después de ser hidrolizada. La reaccion catalizada por la ureasa
es la transformacion de la urea en amonio y un ion bicarbonato si el pH es mayor a 6.3
pero si el pH es menor a 6.2 se descompone en amonio, diéxido de carbono y agua
(Bundale et al., 2015; Xu et al., 2014).

Segun Corrales et al. (2015), en toda la naturaleza solamente las bacterias
especializadas son capaces de realizar la fijacion de nitrégeno, convirtiéndolo en
amoniaco (NH3) que es asimilado facilmente por todos los organismos y necesario para
la formacion de proteinas, acidos nucleicos y otros componentes celulares. Estas
bacterias son muy importantes ecoldgicamente y sona menudo esenciales para la
supervivencia de ecosistemas grandes.

La fijacidon de nitr6geno se puede encontrar en varios géneros bacterianos y en
otros microorganismos, pero no es universal, depende del tipo de microorganismo, el
ambiente en el cual se desarrolla y las condiciones para el mismo, ademas de la presencia
de enzimas que les ayudan en los diferentes procesos metabdlicos que suceden para llegar
finalmente a la fijacion segun lo descrito por Mekonnen et al., (2021) en donde la
literatura mostré microorganismo de géneros Actinomicetos, Bacillus, Citrobacter,
Enterobacter, Pseudomonas, Serratia y Yersinia con capacidad uredlitica presente en

diversos ecosistemas naturales con un suelo base alcalino.

5.5.3 Produccion de caseinasa
La produccién de enzima se evalu6 por distancia (mm) formada por halo de

hidrolisis en placa con medio agar leche desnatada como se muestra en la Figura 16.
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Figura 15.Evaluacion de la hidrdlisis de caseina por formacion halos (a) (mm) de las
repeticiones (1,2,3) y el control positivo (c).

El andlisis estadistico ANOVA con un nivel de significancia de 0.05, demostro
que no existe una diferencia significativa (F= 0,16; gl=1; P=0,69) aceptando la hip6tesis
nula que plantea que la dimension de los halos de hidrolisis (mm) generados por la enzima
proteolitica con accion sobre la caseina por parte de la cepa EEMA-4 respecto a la cepa

control Bacillus subtilis 11714 son semejantes.

Las caseinas son un grupo de fosfoproteinas especificas de la leche de
caracter hidrofébico inicialmente que se pueden ser precipitadas por acidificacién o bien
por accién hidrolitica. La cadena esta conformada de péptidos (aminoacidos y grupos
fosfatos) de las cuales los microorganismos obtienen nitrégeno, aminoéacidos y calcio por
un proceso enzimatico como los obtenidos en este estudié con accion similar a
microorganismos presentes en la leche o bien como modelo de produccién de
desdoblamiento proteolitico como son Lactobacillus, Bacillus y Pseudomonas (Hussein
etal., 2020b; Wang et al., 2013)

En mamiferos rumiantes como lo son bovinos, ovinos y caprinos se encuentran
reservorios de este tipo de microorganismos a lo largo del sistema digestivo en los que
tienen interaccion con material vegetal y compuestos lacteos propios de cada especie lo

que origina su capacidad proteolitica sobre la caseina (Mendoza, 2021; Tena et al., 2015).
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Las investigaciones previas sefialan, en especial que los Streptomycetes marinos
son capaces de hidrolizar diferentes polimeros como el almiddn, gelatina, celulosa,
caseina y urea que esta relacionada con el hospedero o condiciones ambientales, debido
a que su metabolismo ayuda al desdoblamiento de macromoléculas (Ulrike Tarazona et
al., 2018)
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Se aislaron ocho cepas a partir de sedimentos marinos de la rizésfera de los
manglares de la reserva ecolégica Mataje-Cayapas clasificadas en el filo
Actinomicetos segun el estudio morfoldgico colonial (tamarfio, color, aspecto y
forma), su observacion al microscépico (forma y tamafio celular) y la

determinacion Gram.

Al evaluar la actividad enzimatica de las cepas, siete de las ocho cepas presentaron
actividad ureolitica, seis capacidades amiloliticas y cinco, accion proteolitica de
caseina. Sin embargo, no se evidencié de actividad celulitica en ninguna de las
cepas asiladas (EEMA).

Debido la falta de base de datos gendmicos de acceso publico del marcador rpoB,
no se puede aseverar que las cepas EEMA (1) y (2) sean actinomicetos. Sin
embargo, por su alto contenido de similitud la cepa EEMA-4 se identificé como

Streptomyces avemitillis

Se encontraron similitudes al comparar la dimensién de los halos de hidrdlisis
(mm) creados por los extractos enzimaticos parcialmente purificados que
contenian amilasa y casienasa de las cepas EEMA-1 y EEMA-4 con extractos
parcialmente purificados de la cepa control Bacillus subtilis 11714M. Sin
embargo, el extracto de la cepa EEMA-2 parcialmente purificado que contenia
ureasas presentd diferencias en las dimensiones de los halos de hidrélisis (mm)
que los obtenidos por el extracto semi purificado de la cepa de control Klebsiella

pneumoniae.
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6.2 Recomendaciones

Replicar el estudio en otras Reservas Naturales contemplando ecosistemas como
el paramo andino y bosque humedo amazonico para expandir la variedad

gendmica de actinomicetos en el Ecuador.

Durante el proceso de obtencién de la curva de crecimiento bacteriano realizar
toma de muestras con intervalos de 6 horas, con el objetivo de tener mayor
cantidad de datos experimentales que permitan mejorar y ajustar el modelo
experimental describiendo mayor exactitud entre cada una de las fases (latencia,

exponencial y estacionaria) de crecimiento bacteriano.

Ampliar el estudio utilizando sustratos especificos como acido fitico, pectinas,
grasas y esteres. Con el fin de evidenciar la capacidad de las cepas para producir

fitasas, lipasas y pectinasas que son de interés biotecnolégico.

En la identificacion molecular realizar un reconocimiento primario mediante
marcadores moleculares con una base de datos mas amplia como el 16s rRNA y
realizar una delimitacion mas especifica con el uso de genes con mayor precision
como son el atpD (que codifica la subunidad F1-Beta de la ATP-Sintasa), recA

(recombinasa A), rpoB (subunidad de RNA polimerasa

En el proceso de aislamiento de microorganismos marinos se recomienda realizar
una fase de adaptacion en medio de cultivo nutriente o selectivo con un porcentaje
de salinidad equiparable al agua de mar y posteriormente realizar reducciones
parciales del porcentaje de salinidad en el medio para lograr mantener y conservar
las cepas en medio de cultivos bases como agar nutriente o caldo de soya triptico
BD.
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ANEXOS

Anexo 1. Salida de campo para extraccion de muestras de suelo.

A. Rizofera de manglares, B. disposicion puntos de muestras

Anexo 2. Datos sub-muestras y punto de muestreo

Sub T pH

muestra sm sSm P °T.A pH.A Coordenadas
1.1 17,2 8 5cm 24.6 8 1°24'10.8"N 78°52'36.3"W
1.2 17,2 8 5cm 24.7 8 1°24'10.8"N 78°52'36.3"W
2.1 18 8 5cm 24.7 8 1°24'10.7"N 78°52'36.3"W
2.2 17,8 8 5cm 24.7 8 1°24'10.7"N 78°52'36.3"W
3.1 17 8 scm 24.7 8 1°24'10.4"N 78°52'36.3"W
3.2 17,1 8 scm 24.7 8 1°24'10.4"N 78°52'36.3"W

Codigo de submuestra; Temperatura sub muestra (°T, S.m); pH submuestra (pH. S.m);
Profundidad de la que se tomo la muestra (P); Tempertura ambiental (°T.A); pH del
agua (pH. A);

Anexo 3. Morfologia de cultivos aislados
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Morfologia de cultivos aislados del conjunto bacteriano inicial observados en lente
Optico 40x. Los cultivos presentan una morfologia de bacilos Gram positivos
ramificados (EEMA-1, EEMA-2, EEMA-3, EEMA-4, EEMA-5, EEMA-6, EEMA-7 y
EEMA-8).
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Anexo 4. Pruebas enzimaticas para determinar la capacidad de producir enzimas

hidroliticas

A. Prueba de actividad celulitica con rojo Congo como indicador, B. Prueba de actividad
proteolitica, C. Prueba de actividad amilo liticas con lugol como indicador y D. Prueba

de actividad ureasa con rojo fenol como indicador
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nexo 4. Formacion de halo de hidrdlisis del extracto enzimatico en placas Christensen
Medio (urea agar base).

3 F

Placas de urea agar base con discos de papel filtro inoculados con 10 microlitros
de extracto enzimatico semi-purificado recuperado de biorreactores de EEMA-2 (a) y del
control bioldgico positivo K. pneumoniae (b) y discos de control negativo. (c)

Anexo 5. Formacidn de halo de hidrdlisis del extracto enzimatico en placas de medio agar

leche desnatada.

Placas de agar leche desnatada con discos de papel filtro inoculados con 10

microlitros de extracto enzimatico semi-purificado recuperado de biorreactores de

EEMA-1 (a) y del control B. subtiliis (b) y discos de control negativo. (c)
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Anexo 5. Glucosa mg/l liberados por la transformacién enzimatica del almidon
cuantificda por el método de DNS

Hidrolisis de Almidon

0.5
0.45
."é
- ® ® Reactor 1
g 0.4 e
S L e ® Reactor 2
o T Reactor 3
........... . Control
0.35 y,, ...... .
0.3
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80

Tiempo (h)
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Anexo 6. Cepas aisladas con mayor actividad enzimatica

Cepas aisladas de rizosfera de manglar con mayor actividad enzimatica. (A) EEMA-1
“amilasa”, (B) EEMA-2 “ureasa” y (C) EEMA-4 “caseinasa”
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