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RESUMEN

Las bacterias del género Bacillus representan una fuente importante de enzimas
ampliamente utilizadas en la industria, uno de estos casos es el de las enzimas de
tipo proteasa que actuan rompiendo los enlaces peptidicos de las proteinas,
liberando los aminoacidos y teniendo asi una amplia gama de aplicaciones en
procesos como la fabricacion de detergentes, medicamentos, cosméticos, alimentos
y en la industria avicola, papelera y textil. Dentro de las bacterias de tipo bacilos
Gram positivos y esporulados, Bacillus cereus tiene la capacidad de producir altos
rendimientos de enzimas proteoliticas neutras y alcalinas con propiedades
importantes como alta estabilidad frente a temperaturas extremas, pH variable,
disolventes organicos, detergentes y compuestos oxidantes. Dado que B. cereus
produce una amplia variedad de proteasas, el objetivo de este estudio fue evaluar la
actividad proteolitica de cepas de B. cereus aisladas previamente de alimentos y
seleccionar aquellas que presentan una alta actividad proteolitica. Se evaluaron 207
cepas de B. cereus en medio agar caseina y posterior a 48 horas de incubacion a
37°C se valor6 la actividad proteolitica mediante la medicién del halo de
degradacion en el medio. La cepa de referencia B. cereus NVH 1257 fue utilizada
como control de la actividad proteolitica. De las 207 cepas analizadas, 6
presentaron una actividad proteolitica superior a la cepa control, por lo que estas

cepas podrian tener un alto potencial biotecnoldgico.
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ABSTRACT

Bacteria of Bacillus genus represent an important source of enzymes widely used in
the industry, one of these cases is protease-type enzymes that act by breaking the
peptide bonds of proteins, releasing amino acids and having a wide range of
applications in processes as manufacturing of detergents, medicines, cosmetics,
food and in the poultry, paper and textile industries. Within the Gram-positive and
sporulated bacilli, Bacillus cereus can produce high yields of neutral and alkaline
proteolytic enzymes with important properties such as high stability against extreme
temperatures, variable pH, organic solvents, detergents, and oxidizing compounds.
Since B. cereus produces a wide variety of proteases, the aim of this study was to
evaluate the proteolytic activity of B. cereus strains previously isolated from food and
to select those with high proteolytic activity. 207 B. cereus strains were evaluated in
casein agar medium and after 48 hours the proteolytic activity was assessed by
measuring degradation halo in the medium. The reference strain B. cereus NVH
1257 was used as control for proteolytic activity. Finally, it was found that of 207
strains, 6 of them presented a higher proteolytic activity than the control strain,

whereby these strains could have a high biotechnological potential.

Key words: Alkaline protease. Bacillus cereus. Casein. Microbial enzymes.

Proteolytic activity.

1. INTRODUCCION

Las enzimas de tipo proteasa son metabolitos primarios que se encuentran dentro
del grupo de las hidrolasas debido a que catalizan la escisién de enlaces covalentes
utilizando agua, generalmente, se les denomina enzimas hidroliticas desempefiando
un importante papel en la protedlisis por lo que se les llaman enzimas proteoliticas
[1]. Las proteasas se clasifican como acidas, neutras y alcalinas dependiendo del
rango de pH optimo en el cual actuan, ademas, dependiendo del sitio de accién
pueden clasificarse como exopeptidasas y endopeptidasas. Las exopeptidasas

rompen el péptido cerca de los grupos terminales del sustrato, mientras que las
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endopeptidasas lo hacen lejos de los grupos terminales. Estas ultimas, de acuerdo
con sus grupos funcionales son clasificadas en cuatro grupos: serinproteasas,

proteasas asparticas, cistein proteasas y metaloproteasas [2].

Las proteasas son una de las familias de enzimas ampliamente utilizadas en la
industria, y por tanto una de las mas comercializadas. Hoy en dia, las enzimas de
tipo proteasa representan aproximadamente el 65% del mercado mundial de las
enzimas debido a su amplia variedad de aplicaciones, por lo que son utilizadas en
diferentes industrias, entre las que se destacan la industria alimentaria,
farmacéutica, cosmética y textil. Asi mismo, las proteasas han sido utilizadas en la

elaboracion de detergentes y en procesos de biorremediacion [2].

Las ventas mundiales de enzimas industriales se estimaron en un valor aproximado
de 4.200 millones de ddlares para el afio 2016, donde se proyectd que las proteasas
podrian llegar a un mercado global de aproximadamente 2.210 millones en términos
de valor para 2021 a una tasa de crecimiento anual compuesto (CAGR) del 6 % de
2016 a 2021. De todas las proteasas producidas, las proteasas de origen
microbiano representan la mayor participacion en el mercado, seguidas por la fuente
animal y vegetal. Esto se debe a que las proteasas de origen microbiano poseen
grandes ventajas como su produccion a nivel biotecnolégico, estabilidad frente a
fluctuaciones de pH y temperatura, diversidad bioquimica, facil manipulacion a nivel

genético y bajos costos de produccion [2, 3].

Diversas especies pertenecientes al género Bacillus se caracterizan por ser
importantes fuentes de proteasas microbianas, ya que sintetizan y secretan enzimas
proteoliticas durante su crecimiento siendo estos metabolitos primarios producidos
en gran cantidad, lo cual es debido a su metabolismo, el cual se adapta a
condiciones poco favorables como la falta de nutrientes mediante la excrecién de
enzimas hidroliticas o la produccién de endosporas [4]. La maxima sintesis de estas
enzimas extracelulares se da al final de la fase exponencial y previo a la fase de la
esporulacion, en donde generalmente la fuente de carbono en el medio se ha
agotado y estos cambios en las condiciones de cultivo activan genes sujetos a la

represion catabdlica [4]. Se ha descrito que las cepas de Bacillus producen



proteasas extracelulares de tipo serin proteasas y metaloproteasas. Estas se
distinguen entre si por la estructura de sus centros activos. Las serinproteasas se
caracterizan por ser alcalinas y tener en su centro activo una serina e hidrolizar
ésteres terminales simples mientras que las metaloproteasas son proteasas neutras,
poseen en su sitio activo cinc y son endoenzimas que hidrolizan preferentemente

uniones con el grupo amino de la leucina o fenilalanina [1,3].

El género Bacillus incluye mas de 200 especies y comprende el grupo mas grande
de bacterias Gram positivas formadoras de esporas, las cuales son aerobias o
anaerobias facultativas y moéviles. Ademas, constituye uno de los géneros mas
comunes de vida libre presentes en el suelo, siendo este considerado su habitat
primario; sin embargo, también se encuentran presentes en rios, agua de mar y
algunos alimentos. Debido a que este género es ubicuo en el ambiente y gracias a
su potencial de producir endosporas, son facilmente aislados, cultivados y

conservados en el laboratorio [2,5,6].

En los ultimos afos se han desarrollado metodologias para mejorar la produccion de
enzimas de origen microbiano a nivel industrial, ya que en el caso especifico de las
proteasas surge la necesidad de proteasas mas eficientes, que exhiban una
actividad optima a pH mayores a 10, temperaturas mayores a 50°C, resistan
solventes organicos, puesto que la mayoria de los procesos industriales se llevan a
cabo en condiciones extremas de pH, temperatura y/o altas concentraciones de
solventes organicos, condiciones en las cuales muchas enzimas carecen de

actividad bioldgica [3].

Debido al alto impacto econdmico y a que Bacillus sp. es empleado como modelo
productor por diferentes proveedores mundiales de proteasas gracias a sus
cualidades metabdlicas, se han incrementado los estudios en busca de nuevas
cepas de diversos ambientes y que posean alta actividad proteolitica, ademas de
metodologias para mejorar la produccion de estas, aumentando el rendimiento a un
menor costo [7,8]. La ingenieria de proteinas se ha utilizado para manipular la
secuencia de los genes y poder desarrollar proteasas que tengan una especificidad
unica y una estabilidad mejorada. Este tipo de estudios también ayuda en la

comprensién de las relaciones estructura-funciéon de las enzimas. Pero la



investigacion de la inmensa diversidad microbiana para dirigirse a los productores
de nuevas proteasas con caracteristicas industrialmente deseables todavia

constituye un importante area de investigacion [3].

Por lo anterior, la identificacion de nuevas cepas con alta actividad proteasa
constituye el primer paso que permite la busqueda de genes que codifican
proteasas y posteriormente llevarlos a sistemas de expresion de proteinas, para
valorar las caracteristicas de dichas proteasas y analizar si es factible su utilizacién
en la industria. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacién fue evaluar la
actividad proteolitica de diferentes cepas de Bacillus cereus aisladas previamente

de alimentos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Medios de cultivo

El caldo Luria-Bertani suplementado con ampicilina fue utilizado para activar las
cepas previamente crioconservadas y para el crecimiento de las cepas de B. cereus.
La determinacién de la actividad proteolitica se realizé en agar caseina constituido
por leche en polvo deslactosada 50 g/L, caseina 5 g/L, extracto de levadura 2,5 g/L,

glucosa 1 g/L y agar bacteriolégico 12,5 g/L, el pH final fue ajustado a 6,8.

2.2 Activacion de cepas de referencia de B. cereus

Se evaluaron las cepas de referencia B. cereus NVH 1257, NVH 1230, ATCC 14579
y ATCC 27348. Estas cepas se encontraban conservadas en filtros, por lo cual, para
liberar las esporas del filtro, cada filtro se introdujo a un tubo que contenia 1 mL de
agua destilada estéril y se agitdé en vortex de forma vigorosa por 5 min. Se
inocularon 200 pL en 5 mL de caldo LB suplementado con ampicilina y se incubaron
a 37 °C y 180 rpm durante 20 h.

2.3 Estandarizacion de condiciones O6ptimas para el crecimiento y

determinacidén de la actividad proteolitica de B. cereus en agar caseina

2.3.1 Crecimiento de las cepas de B. cereus en medio LB
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Se evalud el crecimiento en caldo LB de las cepas de referencia de B. cereus; para
esto, al finalizar el tiempo incubacién de 20 h se midié mediante espectrofotometria
la densidad optica del cultivo a 600 nm. Posteriormente, se transfirio un volumen
entre 300 y 500 pL del cultivo a un nuevo tubo que contenia 5 mL de caldo LB+Amp
y se garantizé que este iniciaria en una DO de 0,1 a 600 nm. Finalmente, las cepas
se incubaron a 37°C y 180 rpm y se realizé un seguimiento a la absorbancia cada

hora hasta que los cultivos alcanzaran una DO de 0,6 a la misma longitud de onda.

2.3.2 Determinacion de la actividad proteolitica de cepas de referencia de B. cereus
Con el cultivo a una DO de 0,6, se utilizd6 un volumen de 5 yL y 10 pL para ser
sembrado por la técnica de microgota en agar caseina. Posteriormente, se incubo a
37°C durante 24, 48 y 72 h de incubacién. Para estandarizar esta metodologia se
evaluaron 4 cepas de referencia (NVH 1257, NVH 1230, ATCC 14579 y ATCC
27348) cada una por duplicado. Finalmente, los halos de degradacién fueron

medidos en todas las placas.

2.4 Activacion de 207 cepas crioconservadas de B. cereus

Las diferentes cepas de B. cereus aisladas de alimentos se encontraban
crioconservadas en medio LB suplementado con glicerol y ampicilina. Para su
activacién, se inoculé6 200 yL de cada una de las cepas en 5 mL de caldo LB
suplementado con ampicilina, posteriormente se incubaron a 37 °C y 180 rpm de

agitacién por 20 h.

2.5 Verificacion de cultivos de B. cereus por tincion de Gram

La pureza de los cultivos provenientes de las cepas de B. cereus crioconservadas
se verificd en microscopio 6ptico mediante tincidén de Gram, con el fin de verificar la
ausencia de posibles contaminaciones que se hayan presentado antes, durante o

después del almacenamiento de las cepas.

2.6 Determinacion de la actividad proteolitica
La actividad proteolitica de cada una de las 207 cepas de B. cereus aisladas de
alimentos fue evaluada en medio sélido agar caseina de acuerdo con la

metodologia previamente estandarizada con las cepas de referencia de B. cereus.



Todos los cultivos después de activados se llevaron a una DO de 0.6 a 600 nm, para
asegurar una cantidad de biomasa igual para todas las cepas, a partir del cual se
inoculé un volumen de 5 uL en agar caseina, y se incub6 a 35°C durante 48 h, el
procedimiento anterior se realizé por duplicado para confirmar el tamafo del halo de
hidrdlisis formado, reportando el tamafio del diametro en milimetros y registrando el

promedio de los halos obtenidos para cada cepa [3,10].

3. RESULTADOS

3.1 Estandarizacion de condiciones Optimas para el crecimiento vy
determinacién de la actividad proteolitica de B. cereus en agar caseina

Se selecciond un volumen de siembra en agar caseina de 5 pL ya que mediante la
técnica de microgota con dicho volumen se podia observar un halo de degradacion
mas claro y simétrico en comparacién con el volumen de 10 yL donde en muchas
ocasiones el crecimiento del microorganismo impedia una correcta visualizacion y

adecuada medida de los halos de degradacion.

En cuanto al tiempo de incubacién para evaluar la actividad proteolitica, se observo
en las 4 cepas de referencia evaluadas que a las 24 horas aun no se obtenia un
buen halo de hidrdlisis de la caseina en comparacién a la medida realizada a las 48
horas como se observa en la Figura 2.

A las 72 horas, la degradacion de la caseina no aumentaba significativamente
siendo innecesario aumentar el tiempo de incubacién por lo que se selecciond un
tiempo de incubacién de 48 horas para realizar la medicion de los halos de

degradacion.
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Figura 2. Halo de degradacion de las cepas de referencia en agar caseina

evaluado a diferentes horas.

3.2 Verificacién de pureza de los cultivos de B. cereus por tinciéon de Gram

Debido a que las cepas de B. cereus se encontraban crioconservadas por largos
periodos de tiempo, se verificd la pureza de los cultivos con el fin de garantizar la
ausencia de otras bacterias, correspondiendo a bacilos Gram positivos con
extremos rectos y un tipico crecimiento en cadenas. En la Figura 3 se muestran las

tinciones de Gram obtenidas de algunas de las 207 cepas evaluadas.

Figura 3. Tincién de Gram

3.3 Evaluacion de la actividad proteolitica de cepas de B. cereus

De las cuatro cepas de referencia utilizadas para la evaluacion de la actividad
proteolitica, la cepa B. cereus NVH 1257 fue la que presenté el mayor halo de
degradacion de la caseina siendo de 5 mm, por lo cual esta cepa fue utilizada como
control. Se evalud la actividad proteolitica de 207 cepas de B. cereus aisladas de
alimentos en medio agar caseina de acuerdo con la metodologia previamente
estandarizada. Del total de cepas evaluadas, seis cepas (2,9%) presentaron un halo
de degradacion de caseina mayor que la cepa control, por lo cual estas fueron

seleccionadas como las cepas con mayor actividad proteolitica. De estas 6 cepas,



especificamente la cepa de B. cereus 154 exhibié el halo de degradacién mas
grande entre todas las cepas evaluadas, siendo de 6,25 mm. Del total de las cepas,
cuatro presentaron un halo de degradacién de la caseina de 5 mm, al igual que la

cepa control, y las restantes 197 cepas presentaron un halo de degradaciéon menor

a5 mm (Tabla 1).

agar caseina.

Tabla 1. Resultados de la actividad proteolitica de 207 cepas de B. cereus en

Relacion respecto al

Numero de cepas

Rango de halo de

control hidrélisis (mm)
Mayor 6 5,25-6,25
Igual 4 5

Menor 197 1-45

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos para las cepas de referencia de
B. cereus utilizadas con su respectivo halo de degradacion en milimetros y una
imagen del halo de degradacién. También se presentaron los datos para las cepas
aisladas de alimentos que presentaron la mayor actividad proteolitica (mayor a 5
mm), las que presentaron igual tamafo de halo a la cepa control (5 mm) y algunas

de las que presentaron un halo menor a 5 mm.

TABLA 2. Halo de degradacion de algunas cepas de B. cereus en

agar caseina.

Halo Halo
Cepa Imagen Cepa Imagen
(mm) (mm)
[
NVH ATCC
1 1 '
1230 27348




ATCC NVH
1,5 5
14579 1257
154 372 55
6,25
55 246-15 | 5,25
26
395 5,25 . 196 5,25
172 5 . 299-2 5
382-2 3,75 . 134-2 1

4. DISCUSION




El género Bacillus ha sido reportado como uno de los principales géneros de
microorganismos productores de proteasas y lipasas por lo que, enzimas de
diversas especies de Bacillus han sido utilizadas a nivel industrial gracias a su
versatilidad de aplicaciones. La busqueda de microorganismos nativos que permitan
tener mejores productividades es constante y es uno de los factores mas
importantes a la hora de fabricar nuevos productos para mejorar la calidad de vida y

los diferentes procesos industriales [4,9].

En este estudio se evalud la actividad proteolitica de 207 cepas de B. cereus
aisladas de alimentos y se valoro el halo de protedlisis en medio caseina. Para ello,
se estandarizé una metodologia en medio solido para valorar la intensidad de
enzimas tipo proteasa producida por las diferentes cepas de Bacillus cereus
previamente aisladas de alimentos, lo anterior porque en la literatura se han
reportado diferentes condiciones, en funcion del volumen de inéculo, tipo de medio y

tiempo de incubacion para evaluar la produccion de enzimas proteoliticas [10].

Especificamente, en cuanto a la produccion de enzimas de tipo proteasa, los
resultados en diversas investigaciones indican que se ve altamente influenciada por
los nutrientes que posee el medio de cultivo ya que la sintesis de enzimas proteasas
se favorece con la adicién de sustratos proteicos, razén por la cual en el presente

estudio se adiciono caseina y leche descremada al medio [10].

Otro factor importante en la produccion enzimatica por parte de los microorganismos
es el tiempo de incubacion, en este caso, se selecciond un tiempo de incubacion de
48 h dado que como se observa en la Figura 2, la hidrélisis de la caseina se
estabilizé a partir de las 48 h de incubacion, siendo innecesario mayores tiempos de
incubacion. Se conoce que la mayor secrecién de enzimas al medio se obtiene al
final de la fase exponencial en donde el metabolismo de Bacillus se adapta a
condiciones como la falta de nutrientes mediante la secrecién de enzimas
hidroliticas permitiendo la degradacién de sustratos polipeptidicos a moléculas mas
pequenas que puedan ser absorbidas por la célula [1].

Posterior a esta fase se da una disminucién de la producciéon enzimatica, lo cual
puede deberse al cambio de pH que se da por la produccion de diferentes

metabolitos producto del crecimiento. Como se menciond anteriormente, el pH



afecta la secrecion de enzimas debido a que influye en el crecimiento de los
microorganismos y su regulacion metabdlica pues estos son sensibles a la
concentracion de iones de hidrégeno presentes en el medio lo cual puede explicar la
reduccion en el incremento del halo de hidrdlisis de la caseina posterior a 48 h de

incubacion [5,10].

La caseina es un polimero proteico complejo que comprende entre un 76-86% de
las proteinas totales de la leche, contiene agregados de micelas (A-, B- y k-caseina)
y fosfato coloidal calcico. Estudios previos han reportado que las proteasas
producidas por las bacterias del género Bacillus degradan en primer lugar la
caseina, lo cual puede deberse a que dicha molécula esta ubicada en la superficie
de la micela, permitiendo una degradacion inicial de esta por parte de la proteasa
que produce el microorganismo y posterior a esta se degradan las demas proteinas

que componen el suero de la leche [11,12].

En este estudio se encontré que todas las cepas tenian actividad proteolitica, pero
al clasificarlas de acuerdo con el halo de degradacién de la cepa control (halo de
degradacion de 5 mm), se encontr6 que 6 cepas presentaban un halo de
degradacion superior a 5 mm, 4 cepas presentaron halos de degradacién iguales a
la cepa control (5 mm) y las 197 cepas restantes presentaron halos inferiores a 5
mm (Tabla 1), comprobando asi lo reportado en investigaciones previas donde se ha
evidenciado que cepas de B. cereus aisladas de diferentes matrices han presentado
altas actividades proteoliticas [9]. Asi mismo, se puede evidenciar que segun esta
clasificacion cualitativa la cepa de B. cereus 154 aislada de alimentos presenté la
mas alta actividad proteolitica (el mayor halo de degradacion 6,25 mm), es decir, un
halo de degradacion de la caseina superior a la cepa control. Por esta razon, se
considera que esta cepa tiene gran potencial para su uso biotecnolégico, ya que
muchas enzimas utilizadas en la industria, derivan de éste tipo de microorganismos,
de los cuales se han caracterizado diferentes enzimas y se ha encontrado que son
estables frente a diferentes condiciones de pH y temperatura [13]. Se ha
demostrado que las proteasas de Bacillus tienen una alta actividad enzimatica en un
rango de pH de 6 a 11 y son estables a temperaturas entre los 30 y 70°C siendo

esta estabilidad uno de los factores determinantes para ser seleccionadas como



enzimas de uso industrial [3]. Sin embargo, esta cepa 154 es una cepa candidata

muy promisoria para producir enzimas de tipo proteasa.

Como se menciond anteriormente, la caseina es degrada con facilidad por las
proteasas de Bacillus [11], es por esto, que los investigadores continuan evaluando
la actividad enzimatica proteolitica de diferentes especies de Bacillus en agar
caseina, entre estas, B. cereus. En Argentina, un estudio publicado en el afo 2015
reportd la actividad proteolitica de 5 cepas de B. cereus aisladas de repollo
fermentado, utilizando un in6culo de 20 pyL en un medio basal modificado
suplementado con leche descremada a 32°C y 48 h de incubacion, se us6 como
control la enzima proteasa, en este se observaron que los halos de degradacion de
las 5 cepas de B. cereus oscilaban entre 22,3 y 28,3 mm y de la enzima proteasa se

obtuvo un halo de degradacion de 18,6 mm [14].

En un estudio llevado a cabo en la India en el afio 2018 se logré aislar de muestras
de suelo un total de 30 cepas de Bacillus sp. de las cuales 8 presentaron el halo de
protedlisis de mayor tamafo entre las cepas evaluadas en dicho estudio [15]. En el
afno 2020 en Peru, de muestras de suelos se logré aislar 35 cepas identificadas
como Bacillus sp. de las cuales 4 presentaron una alta actividad proteolitica en un
medio sélido que contenia leche descremada [6]; en el mismo pais, en el afio 2018
se reporto el aislamiento de 34 cepas de Bacillus spp en las cuales se evalud la
hidrolisis de la caseina, las cepas exhibieron halos de degradacién que oscilaban

entre 0,9 y 19 mm de diametro [5].

Estudios realizados en Burkina Faso en el afio 2003 se evaluo la actividad proteasa
en agar caseina de 8 cepas de Bacillus subtilis y 2 cepas de Bacillus pumilus
aisladas e identificadas a partir de Soumbala, un condimento tipico de Africa
occidental. La capacidad de degradar las proteinas en agar caseina fue valorado
utilizando una cantidad de in6culo de 100 uL, a una temperatura de 37°C y un
periodo de incubacién de 48 h, se obtuvo como resultado halos de degradacion que
oscilaron entre 28 y 32,2 mm de diametro para las diferentes cepas de B. subtilis
mientras que para las dos cepas de B. pumilus se obtuvieron halos de degradacion
24 y 26 mm [16].



Un estudio realizado en la India en el afio 2011 evalud la capacidad de producir
proteasas de diferentes aislamientos bacterianos obtenidos de muestras estuarinas.
Se inoculé 100 uL de cada aislado en placas de agar caseina y se incub6 a 37°C
durante 48 horas. La valoracion de la actividad proteasa se realizé6 midiendo la zona
clara que se formaba alrededor de la colonia. Dentro de todos los aislamientos
evaluados, se seleccionaron 8 aislamientos que presentaban los mayores halos de
degradacion, el aislamiento identificado como B. cereus presentd el halo de
degradacion mas grande (17 mm), mientras que los demas aislamientos

presentaron halos de degradacion que oscilaban entre 8 y 12 mm [17].

El interés por la produccion de enzimas a nivel industrial es cada vez mayor, en
Quito-Ecuador en el afio 2021, se evalud la actividad proteolitica de 20 cepas
termofilas aisladas de compostaje en donde se inocularon 50 uL de cada cultivo en
agar LB suplementado con leche descremada y se incubaron a 37°C y 55°C durante
24 horas. De las 20 cepas analizadas, solo 3 mostraron actividad proteolitica, la cual
se determind mediante la formacion de zonas hidrolizadas en el medio, estas cepas
fueron clasificadas como Bacillus y exhibieron la mas alta actividad proteolitica a
55°C, lo cual nos da un indicio de la importancia y necesidad de valorar la
determinacién de actividad proteolitica de las cepas bacterianas a diferentes
temperaturas, condiciones de pH y otros parametros que se podrian tener en cuenta

en futuras investigaciones [18].

Al comparar los resultados obtenidos en esta investigacién con investigaciones
anteriores sobre el tamano de halos de degradacion, podemos inferir que las cepas
de B. cereus del presente estudio presentan una buena actividad proteasa con
potencial biotecnoldgico, puesto que en los estudios anteriores usaron cantidades
de in6culo entre cuatro y veinte veces mayor que el indculo del presente estudio, los
halos obtenidos en estas investigaciones fueron superiores a los halos obtenidos en
el presente estudio. La metodologia de determinacion cualitativa para evaluar la
actividad proteolitica en agar suplementado con caseina es oportuna y ha sido
ampliamente utilizada en diferentes investigaciones ya que permite a través de la
formacion de halos de hidrélisis la facil observacion de la actividad proteolitica,
siendo estos resultados un indicio sobre su posible potencial biotecnologico [2].

Ademas, los resultados obtenidos en esta investigacion sobre la actividad



proteolitica de las diferentes cepas nativas de B. cereus serviran como base para la

continuacion del proyecto que busca obtener enzimas de interés industrial.

5. CONCLUSIONES

De las 207 cepas de Bacillus cereus estudiadas en la presente investigacion, seis
de ellas presentaron una actividad proteolitica superior a la cepa control, cuatro
cepas una actividad proteolitica igual a la cepa control, mientras que el resto de las
cepas presentaron halos de degradacion inferiores a la cepa control, lo que indica
que las cepas aisladas presentan diversos niveles de expresion de proteasas, y que
algunas de ellas exhibieron halos de degradacién muy grandes por lo que pudieran
ser una buena opcion para la produccidon de enzimas microbianas de interés

industrial.
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