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Resumen: Este artículo aborda la problemática de las enfermedades cardiovasculares (ECVs), las cuales continúan 9 

siendo la principal causa de muerte a nivel mundial. La hipótesis de la investigación se enfoca en si es posible aprovechar 10 

enzimas de origen microbiano con propiedades trombolíticas y/o fibrinolíticas para el tratamiento de este tipo de enfer- 11 

medades. Se utilizó medios de cultivo selectivos para bacterias productoras de proteasas y se realizaron ensayos para 12 

gelatinasas y caseinasas. La actividad enzimática no específica se midió mediante el método con el reactivo de Folin- 13 

Ciocalteu. Posteriormente, se realizaron ensayos con coágulos de sangre, identificando que B. megaterium y S. liquefaciens 14 

presentan dichas actividades. Se concluye que B. megaterium es un organismo prometedor para producir enzimas capaces 15 

de disolver trombos. 16 

Palabras clave: Enfermedades cardiovasculares; enzimas microbianas; trombolítico; fibrinolítico; actividad enzimática; 17 

reactivo de Folin-Ciocalteu; B. Megaterium; S. liquefaciens. 18 

Abstract: This article addresses the issue of cardiovascular diseases (CVDs), which continue to be the leading cause of 19 

death worldwide. The research hypothesis focuses on whether microbial-derived enzymes with thrombolytic and/or 20 

fibrinolytic properties can be exploited for the treatment of these diseases. Selective culture media for protease-producing 21 

bacteria were used, and assays for gelatinases and caseinases were performed. Non-specific enzymatic activity was meas- 22 

ured using the Folin-Ciocalteu method. Subsequently, tests were carried out with blood clots, identifying that B. mega- 23 

terium and S. liquefaciens exhibit such activities. It is concluded that B. Megaterium is a promising organism for producing 24 

enzymes capable of dissolving thrombi. 25 

Keywords: Cardiovascular diseases; microbial enzymes; Thrombolytic; fibrinolytic; enzyme activity; Folin-Ciocalteu re- 26 

agent; B. Megaterium; S. liquefaciens. 27 

 28 

1. Introducción 29 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) siguen siendo la causa de muerte más persistente en todo 30 

el mundo, con cifras crecientes de hasta 8,4 millones de muertes según un informe del 2019 (CDC & Natio- 31 

nal Center for Health Statistics, 2023; WHO, 2021). Según el Instituto Nacional de Estadísticas y Censos 32 

(INEC) de Ecuador, se reportaron 105,248 defunciones, de las cuales las enfermedades cardiovasculares 33 

representaron el 21,07% del total de causas de muerte hasta septiembre de 2022 (INEN, 2020) superando 34 

ampliamente a otras enfermedades. El primer informe sobre las enzimas fibrinolíticas como terapéuticas 35 

en el tratamiento de estas enfermedades data de 1952, cuando la tripsina mostró actividad antiinflamatoria, 36 

anticoagulante y trombolítica («Fibrinolytic and pholytic enzymes in therapeutics», 1954; INNERFIELD 37 

et al., 1952), lo que inició la investigación en este novedoso campo. Sólo 5 años más tarde, el primer ensayo 38 

mailto:sacanizares.bio@uisek.edu.ec
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clínico registrado de esta enzima mostró efectos prometedores en pacientes con cáncer y afecciones trom- 39 

bóticas (Ambrus et al., 1957). 40 

 41 

A partir de entonces, los estudios similares no han hecho más que aumentar hasta el punto en que las 42 

ECV se comprenden ahora mejor, ya que su principal causa de desarrollo y progresión es la formación no 43 

deseada de coágulos sanguíneos que, con el tiempo, conducen a una afección conocida como trombosis, la 44 

obstrucción o bloqueo de los vasos sanguíneos que, a su vez, provoca infartos de miocardio y accidentes 45 

cerebrovasculares (Yale Medicine, 2023). Los coágulos sanguíneos son necesarios para la homeostasis hu- 46 

mana, ya que su función es detener las hemorragias causadas por lesiones externas o internas (NHS, 2015) 47 

Otro nombre para este proceso es coagulación. La formación del coágulo se debe a una combinación de 48 

interacciones enzimáticas en las que intervienen esencialmente la trombina, la fibrina y la plasmina (Bridge 49 

et al., 2014).  50 

 51 

 52 

Figura 1. Esquema básico de formación de coágulos de fibrina (Weisel & Litvinov, 2017) 53 

 54 

La fig.1 describe que la formación de un coágulo de fibrina se inicia mediante reacciones enzimáticas 55 

que convierten el fibrinógeno soluble en fibrina insoluble. A continuación, el coágulo de fibrina se disuelve 56 

por fibrinólisis mediante la acción de la enzima proteolítica plasmina, que escinde el coágulo de fibrina en 57 

productos de degradación de la fibrina más pequeños (FDPs). El equilibrio entre estos procesos es impor- 58 

tante para mantener un flujo sanguíneo normal, ya que un exceso de coagulación puede provocar trombo- 59 

sis y un exceso de fibrinólisis puede provocar hemorragias (Weisel, 2005). En resumen, el enfoque correcto 60 

para tratar esta desregulación y ayudar eficazmente al tratamiento de las ECV sería actuar sobre la fibrina 61 

inhibiendo la trombina o activando la plasmina (Palta et al., 2014). 62 

 63 

Algunos medicamentos, llamados anticoagulantes o diluyentes de la sangre, han abordado este pro- 64 

blema, como la heparina o la warfarina (Johns Hopkins Lupus Center, 2023). Ambos impiden la formación 65 

de ciertas proteínas que ayudan a la coagulación de la sangre, aunque actúan de formas ligeramente dis- 66 

tintas. La heparina impide el correcto funcionamiento de la trombina y fibrina, mientras que la warfarina 67 

reduce la coagulación al interferir con la vitamina K, regulando la producción de este cofactor (Hirsh et al., 68 

2001; Patel et al., 2022). Ambos fármacos ayudan a reducir la formación de coágulos sanguíneos al detener 69 

el proceso en una fase temprana. Sin embargo, estos medicamentos tienen efectos secundarios graves, como 70 

hemorragias excesivas (NHS, 2021; Piran & Schulman, 2019), que pueden provocar hematomas medulares, 71 

necrosis y trombocitopenia (Drugs.com, 2022). En el caso de la warfarina, por ejemplo, la incidencia anual 72 

de complicaciones hemorrágicas asociadas al exceso de anticoagulación es del 15% al 20%, y pueden pro- 73 

ducirse hemorragias mortales en tasas del 1% al 3% (Zareh et al., 2011). Esto ha impulsado a los biocientí- 74 

ficos a desarrollar nuevas estrategias para abordar esta afección y encontrar alternativas que sean más se- 75 

guras para la atención sanitaria humana (Yee & Kaide, 2019) 76 

 77 

Un enfoque consiste en analizar las propiedades de las proteasas de serina, ya que participan en las 78 

mismas reacciones bioquímicas que se producen en la coagulación, la anticoagulación y la fibrinólisis 79 

(Walsh & Ahmad, 2002). La razón principal, a la hora de elegir la familia de las proteasas de serina (PrtSer) 80 



Caracterización de enzimas trombolíticas y fibrinolíticas del suelo 2022, Cañizares & Arisqueta 3 of 23 
 

 

frente a otras familias de proteasas, es la eficacia y especificidad de las PrtSer en la degradación de la fibrina. 81 

Las PrtSer como la plasmina, la uroquinasa y el tPA pueden escindir específicamente la fibrina y disolver 82 

los coágulos, mientras que otras proteasas como las metaloproteasas pueden no tener la misma especifici- 83 

dad y eficacia (Abdul Rahim & Rengaswamy, 2022; Yaron et al., 2021) 84 

 85 

Es necesario desarrollar rápidamente enzimas que puedan disolver los coágulos sanguíneos para tra- 86 

tar estas enfermedades. Esto ayudará a equilibrar el proceso natural del cuerpo de coagulación y disolución 87 

de coágulos. Esto plantea la cuestión de cómo obtener estas proteasas y cómo explotar sus propiedades 88 

para el desarrollo potencial de fármacos. Numerosos artículos han descrito métodos para aislar estas enzi- 89 

mas a partir de mamíferos (Owen, 2006) hongos (de Souza et al., 2015), bacterias (Rawlings et al., 2004) e 90 

incluso algas (Diwan et al., 2021). Se ha informado que las proteasas (o proteinasas/peptidasas) de origen 91 

microbiano no solo dominan el mercado de los detergentes, los textiles, la industria alimentaria, la biorre- 92 

mediación y, por supuesto, los laboratorios farmacéuticos, sino que también se están expandiendo rápida- 93 

mente en estos últimos (Castro et al., 2011; Foysal & Lisa, 2018; Manzum & Mamun, 2018; Soundra Jo- 94 

sephine et al., 2012). Además de su increíble bajo coste de producción (Craik et al., 2011; Diwan et al., 2021) 95 

poseen una amplia gama de propiedades, como alta tolerancia al pH, termoestabilidad y especificidad de 96 

sustrato, que permiten a los científicos desentrañar sus posibles beneficios para el bienestar humano (Raz- 97 

zaq et al., 2019). Según la bibliografía, las bacterias productoras de PrtSer se pueden encontrar en Bacillus, 98 

Streptococcus, etc por nombrar algunos (Matkawala et al., 2021; Sharma et al., 2021). Estudios mencionan 99 

varias enzimas derivadas de estos microorganismos con distintas propiedades como las serpinas (involu- 100 

cradas en la circulación sanguínea), ecotinas (involucrada en anticoagulación) (Harish & Uppuluri, 2018), 101 

e incluso medicamentos derivados para tratar el VIH como el ritonavir (Solanki et al., 2021; Tigabu et al., 102 

2020).  103 

 104 

Por ello, esta investigación pretende explorar el potencial de las proteasas microbianas como agentes 105 

trombolíticos. El trabajo se centra en identificar y aislar nuevas fuentes bacterianas de estas enzimas, carac- 106 

terizar sus propiedades y evaluar su capacidad para romper coágulos y restablecer el flujo sanguíneo nor- 107 

mal. El objetivo último de este trabajo es contribuir al avance de los tratamientos trombolíticos aportando 108 

nuevos conocimientos sobre las propiedades y aplicaciones potenciales de estas enzimas. Al explorar estas 109 

áreas clave, esta investigación pretende ampliar nuestra comprensión de las proteasas y su impacto poten- 110 

cial en el campo de la trombólisis. 111 

  112 
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2. Materiales and Métodos 113 

2.1. Equipos y reactivos 114 

Tabla 1. Reactivos y productos químicos 115 

Nombre Proveedor/Marca 

Triptona MP 

Peptona BD 

NaCl FisherScientific 

Extracto de levadura Cultimado 

Gelatina Sharlau 

Gelatina (sin azúcar ni sabor), gelatina de piel bovina Tienda 

NaH2PO4. H2O MallinCkrodt 

Na2HPO4 Baker 

Tris Sigma 

Tritón X-100 Promega 

HCl Sigma 

NaOH FisherScientific 

Kit de ensayo de proteínas BCA Sigma Aldrich 

Reactivos de tinción de Gram Varios 

Glicerol Panreac 

Leche desnatada sin lactosa Tru® 

Éter dietílico FisherScientific 

Na2CO3 Sigma 

Folin Ciocalteu reactivo fenol Supelco ® 

 116 

 117 

 118 

Tabla 2. Equipos 119 

Nombre 

Incubadora 

Nevera 

Espectrofotómetro 

Autoclave 

Escala analítica 

Microscopio 

Placa de calentamiento y agitación 

Medidor de pH 

Cabina de bioseguridad 

Microonda 

Centrífuga 

Sonicador 

Vórtice 

 120 
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 121 

2.2. Métodos 122 

 123 

2.2.1. Aislamiento de bacterias 124 

 125 

Se diseñó un protocolo combinado basado en Soundra (2012), Manzum & Mamun (2018) y Foysal & 126 

Lisa (2018). Durante la temporada de lluvias (meses de mayo y junio), se recogió un puñado de 10 g de 127 

suelo a 10 cm de profundidad con diferentes valores de pH utilizando una cuchara estéril. Las muestras 128 

fueron recolectadas en cuatro lugares diferentes de Quito, Ecuador, a saber: 129 

 130 

• Parque Metropolitano 131 

• Parque El Rosario 132 

• Parque La Floresta 133 

• Campus Miguel Cervantes UISEK 134 

 135 

En cada uno de estos lugares, había árboles específicos: eucaliptos (que crecen en suelos con un rango 136 

de pH de 5,5 a 6,5) (Velázquez-Martí & Gaibor-Chavez, 2017), higueras (que crecen en suelos con un pH 137 

de 8 a 8,5) (Ramos et al., 1975) y pinos (que crecen en suelos con un rango de pH de 3,9 a 5,5) (Alejandra 138 

Karlanian et al., 2008). Se utilizaron estos árboles como biomarcadores de referencia para el pH del suelo.  139 

 140 

Las muestras se trituraron, tamizaron y volvieron a pesar para obtener 10 g de cada muestra. A conti- 141 

nuación, se diluyeron en 100 ml de solución salina estéril (NaCl al 0,9%) y se calentaron a 80°C durante 10 142 

minutos y se diluyeron en tubos de ensayo (10-2 – 10-6). Utilizando un asa de inoculación y técnica aséptica, 143 

se esparcieron unas gotas en una versión modificada de las placas de agar gelatina descritas por Soundra. 144 

Por cada litro se disolvieron: peptona 5 g, NaCl 5 g, agar 15 g y 100 ml de solución de gelatina al 1%. Las 145 

placas se incubaron a 37°C durante 24 horas y se repicaron (durante 3 a 5 días) hasta que se observaron 146 

colonias axénicas. Las únicas dos fuentes de carbono y nitrógeno fueron la peptona y la gelatina que pro- 147 

mueven el crecimiento de microorganismos con capacidad de producir proteasas (Pant et al., 2015), mien- 148 

tras que el NaCl proporciona los iones de cloruro y sodio necesarios para el crecimiento microbiano. 149 

 150 

2.2.2 Identificación bacteriana 151 

 152 

Una colonia de cada placa de Petri conteniendo cultivos axénicos fue sometida a tinción de Gram para 153 

caracterizar la morfología los especímenes. Para la identificación bacteriana, se envió una placa recién es- 154 

triada al Laboratorio Centro de Investigación Microbiológica (CIM) de la ciudad de Guayaquil para realizar 155 

un análisis por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight). Con ella se comparó 156 

el espectro de masas de los aislados bacterianos con la base de datos de referencia de espectros de masas 157 

de especies bacterianas conocidas. Las puntuaciones superiores a 1,99 se consideran identificaciones fiables 158 

(Vega-Castaño et al., 2012). 159 

 160 

 161 

2.2.3 Determinación de las condiciones óptimas de crecimiento y capacidad proteolítica in plate  162 

 163 

Debido a la falta de calibración del espectrofotómetro de la Facultad de Ingenierías y Ciencias Aplica- 164 

das, no fue posible realizar una curva de crecimiento midiendo DO 600 nm por lo que no se incluyen datos 165 

numéricos en esta sección del artículo. Sin embargo, se realizaron simultáneamente diferentes pruebas de 166 

crecimiento a pH entre 3 y 11, sembrando cultivos puros en agar-gelatina descrito anteriormente y se incu- 167 

baron a 37 °C durante 24 horas. Se seleccionó el pH al que hubo un mayor y más rápido crecimiento de 168 

colonias. Para las tres cepas, el pH óptimo de crecimiento fue de 8, que es el que se escogió para obtener 169 

biomasa en adelante.  170 

 171 

Para evaluar la capacidad proteolítica de las bacterias aisladas, se preparó un medio que contenía leche 172 

(Trü) y agar con algunas modificaciones (Morris et al., 2012). Por cada litro se mezclaron: 100 ml de solución 173 

de leche al 15% con 900 mL que contenían 15 g de agar. Las soluciones se prepararon por separado y se 174 
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esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos. A continuación, ambas soluciones se mezclaron en 175 

una cabina de bioseguridad y se dejaron enfriar antes de colocarlas en placas de Petri. Se consideró activi- 176 

dad proteolítica cuando aparecían zonas o halos claros por la hidrólisis.   177 

 178 

Para evaluar la capacidad de las bacterias para producir gelatinasas, se realizó un ensayo de hidrólisis 179 

de gelatina según un protocolo de la American Society for Microbiology (ASM) con algunas modificaciones 180 

(Dela Cruz et al., 2016). Se utilizó una solución que por cada litro contenía: 10 g de peptona y 100 g de 181 

gelatina. Se preparó y se dispensó en los tubos de ensayo en un volumen de 2 ml y se esterilizó en autoclave. 182 

Utilizando puntas de micropipeta estériles de 10 µl, se tomó una colonia de una muestra bacteriana en 183 

placa y se pincharon los tubos de ensayo que contenían gelatina. Los tubos inoculados se colocaron en la 184 

incubadora a 37°C y se examinó la licuefacción en diferentes los puntos temporales de 1 hora, 24 horas y 185 

48 horas tras la aplicación. Se utilizó un tubo de control y se dejó pasar un mínimo de 15 minutos para que 186 

la gelatina no hidrolizada se solidificara, a fin de evitar falsos positivos. 187 

 188 

 189 

2.2.4 Extracción de proteínas 190 

 191 

Se diseñó un método rápido y fiable de extracción de proteínas por sonicación basado en tres protoco- 192 

los diferentes (Benchling, 2012; Diagenode - Innovating Epigenetic Solutions, 2018; Kwon & Jewett, 2015) 193 

con algunas modificaciones. Las bacterias aisladas se inocularon en medio líquido LB pH 8 recién prepa- 194 

rado en tubos de 50 ml con un volumen de medio de 40 mL (por duplicado) y se cultivaron en una incuba- 195 

dora con agitador a 120 rpm a 37°C durante 72 horas. Las muestras se centrifugaron a 4000 rpm durante 20 196 

minutos a 4°C, se desechó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en un volumen de 5 ml de tampón 197 

50mM PBS pH 7 enfriado con hielo. En este paso los pellets duplicados se trasvasaron a un solo tubo de 50 198 

mL. El precipitado resuspendido se centrifugó de nuevo a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Esta última 199 

parte era para lavar el cultivo restante y se hizo dos veces. Finalmente, el sobrenadante resultante se 200 

desechó y el pellet se resuspendió en un tampón de lisis NP-40 alternativo utilizando Triton X-100 en lugar 201 

de NP-40 (composición: NaCl 150mM, Triton X-100 1%, Tris-Cl 50mM pH 8). Antes de su adición, el tam- 202 

pón se ajustó a pH 7,4 y se añadió al pellet lavado hasta un volumen de 5 ml. La mezcla se dejó enfriar a - 203 

20°C durante una hora antes de sonicarla.  204 

 205 

Posteriormente, se mantuvo la muestra en un baño de hielo con agua fría y un poco de sal, y se intro- 206 

dujo la sonda del sonicador en el tubo de 50 mL aproximadamente hasta la mitad de la suspensión, te- 207 

niendo cuidado de no tocar el fondo del recipiente. A continuación, se probaron dos métodos de sonicación: 208 

 209 

• 10 minutos para ciclos de 30 segundos de encendido y 60 segundos de apagado 210 

• 10 minutos para ciclos de 30 segundos de encendido y 30 segundos de apagado 211 

 212 

La sonda se limpió cuidadosamente con etanol al 70% y agua destilada entre muestra y muestra y los 213 

tubos se mantuvieron a un mínimo de 4°C en todo momento. 214 

 215 

 216 

2.2.5 Cuantificación de proteínas 217 

 218 

Inmediatamente después, se determinó la concentración de proteína total en la suspensión resultante 219 

empleando un kit de ácido bicinconínico (BCA, Protein Assay Kit de Sigma-Aldrich ®) y siguiendo las 220 

instrucciones del fabricante. Tras la cuantificación de proteína se prepararon diluciones de la misma con- 221 

centración con el fin de añadir el mismo volumen de muestra a todos los ensayos cuantitativos y cualitati- 222 

vos.  223 

 224 

 225 

 226 

 227 

 228 
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 229 

2.2.6 Ensayo enzimático in vitro 230 

 231 

La actividad proteasa se midió utilizando caseína como sustrato y midiendo la liberación de Tyr me- 232 

diante absorbancia a 660 nm con el reactivo fenólico Folin-Ciocalteu con algunas modificaciones (Abdel- 233 

moteleb et al., 2017; Sony & Potty, 2016; Anson, 1938) 234 

 235 

Dado que la caseína no estaba disponible, se procedió a extraerla en ese momento utilizando métodos 236 

tradicionales (Maubois, 1984; Miller D.D, 2001). Se precalentaron 450 mL de agua destilada a 40°C, y des- 237 

pués se añadieron progresivamente 300 mL de leche desnatada sin lactosa (LDSL) hasta que toda la mezcla 238 

estuvo a 40°C. La elección de la LDSL se hizo por ser apropiada para detectar la actividad de las proteasas 239 

(Morris et al., 2012) y eliminar contenidos no deseados como grasa, minerales y azúcares como la lactosa y 240 

otras proteínas del suero, lo que mejora enormemente la pureza de la caseína obtenida. A continuación, el 241 

pH se ajustó lentamente a 4,6 con HCl 0,1 M hasta que la leche cuajó y posteriormente se centrifugó a 3000 242 

rpm durante 10 minutos. Se descarto el suero y el sedimento se filtró y se secó con papel de filtro. El preci- 243 

pitado resultante se lavó con 50 mL de etanol y se volvió a secar antes de pesar la cantidad total. Una vez 244 

registrados los gramos de caseína, el residuo se lavó con 5 ml de éter dietílico por gramo de caseína y se 245 

secó al aire a 40°C durante 10 minutos. El precipitado resultante tuvo un tono blanco cuando está húmedo 246 

y ligeramente amarillento cuando está seco. 247 

 248 

Se preparó una solución al 1% (p/v) en PBS 50 mM pH 7 a partir de la caseína disponible. La solución 249 

de caseína y el extracto enzimático crudo se mezclaron en volúmenes iguales de 500 µl y se colocaron en 250 

un baño de agua a 40°C durante 20 minutos, de tal manera que en un V final de 1 mL hubiera 310 µg de 251 

extracto enzimático. A continuación, se detuvo la reacción añadiendo 1 mL de HCl 0.1 M y se mantuvo a 252 

temperatura ambiente durante 15 minutos. Después, la mezcla de reacción se centrifugó a 10000 rpm du- 253 

rante 10 minutos y se recogió el sobrenadante para posteriormente mezclarlo con 2,5 mL Na2CO3 0.44 M y 254 

con 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 3 veces en agua destilada y se mantuvo a temperatura 255 

ambiente durante 30 minutos en una habitación oscura. A continuación, se midió la absorbancia a 660 nm 256 

como se ha descrito anteriormente. Los blancos correspondieron a el sustrato sin fuente enzimática.  257 

 258 

 259 

 260 

2.2.7 Ensayos trombolíticos cualitativos y cuantitativos 261 

 262 

Para comprobar la capacidad de estas enzimas para degradar los coágulos sanguíneos, se pusieron en 263 

contacto directo con sangre previamente pesada y coagulada. La sangre se extrajo de un joven en estado 264 

postprandial con sangre de tipo B positivo. La preparación del coágulo para el ensayo cualitativo se realizó 265 

según lo descrito Elnager con algunas modificaciones (Elnager et al., 2015). Se extrajeron aproximadamente 266 

4 ml de sangre y se alicuotaron inmediatamente hasta un total de 800 µL en tubos de ensayo previamente 267 

esterilizados y se dejaron coagular durante 10 minutos a temperatura ambiente. A esto le siguió otro pe- 268 

riodo de incubación de 3 horas, esta vez a 37°C. Por último, el suero se retiró cuidadosamente con una 269 

micropipeta y los tubos se secaron con papel de filtro y se pesaron de nuevo para determinar el peso exacto 270 

del coágulo formado. Los coágulos se estandarizaron a 0,4 ± 0.1 gramos. A continuación, se realizó un 271 

ensayo de lisis del coágulo mezclando 200 µl del lisado proteico estandarizado (124 µg) con los coágulos 272 

pesados e incubando en un baño de agua a 37°C y analizando el peso al cabo de una hora descartando el 273 

líquido en exceso. 274 

  275 
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3. Resultados 276 

 277 

3.1 Aislamiento e Identificación bacteriana 278 

 279 

Tabla 3. Tabla de identificación bacteriana por tinción Gram y análisis Maldi-Tof 280 

Lugar 
Identifica-

ción 

MALDI-

TOF 

Score 

Gram Morfología Abreviatura 

Parque Metropoli-

tano 

Ralstonia 

pickettii 

2,01 - Bastones alargados RP 

Parque El Rosario Bacillus me-

gaterium 

2,039 + Bastones alargados y 

aglomerados 

BM1 

Parque La Floresta Bacillus me-

gaterium 

2,531 + Bastones alargados y lige-

ramente separados 

BM2 

Campus Universi-

dad SEK 

Serratia li-

quefaciens 

2,2 - Bastones alargados con 

centros oscuros 

SL 

 281 

 282 

Empleando el método descrito se aislaron cuatro cepas distintas que mostraron capacidad de degradar 283 

gelatina y/o caseína presente en el agar de las placas de cultivo. Estos resultados se muestran en la siguiente 284 

sección de resultados. La ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. presenta los datos obtenidos de 285 

la tinción Gram y el análisis morfológico, y de la identificación mediante MALDI-TOF para las muestras 286 

seleccionadas. Como puede observarse, los scores de las identificaciones se encuentran en el rango acepta- 287 

ble para una identificación a nivel de género y especie. Dos cepas correspondieron a Bacillus megaterium, 288 

una a Ralstonia pickettii y la última a Serratia liquefaciens.  289 

 290 

Desafortunadamente, R. pickettii se perdió durante los experimentos posteriores, pero el resto perma- 291 

neció intacto y cuidadosamente conservado en glicerol al 20% a -20 ° C. En paralelo, se realizaron ensayos 292 

de caracterización para determinar las condiciones de crecimiento adecuadas y la capacidad de degradar 293 

gelatina y caseína in plate. Una zona clara de hidrólisis indicó que estos aislados eran capaces de producir 294 

proteasas, haciéndolos efectivamente utilizables para experimentos posteriores. 295 

 296 

 297 

3.2 Condiciones de crecimiento y capacidad de hidrolizar gelatina y caseína 298 

 299 

Para determinar el pH óptimo de hidrólisis de gelatina, las cepas se sembraron en placas conteniendo 300 

gelatina a pH alcalino, neutro y ácido (fig. 2). Como puede observarse, el mejor de los pH, para BM1, fue 301 

el de 9, mostrando mayor crecimiento y halos de degradación de gelatina. Las fotografías, no permiten 302 

apreciar este último hecho con toda la claridad con que se observó en su momento. No se muestran placas 303 

a pH 3 ni pH 11 ya que no hubo crecimiento.  304 

 305 
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 306 

Figura 2.Crecimiento en placas de agar-gelatina de BM1 a diferentes pH 307 

La figura 3 muestra el crecimiento de BM2 en las mismas condiciones. En este caso, el mejor creci- 308 

miento se dio entre pH 9 y 7. A pH cinco no hubo ningún crecimiento y mucho menos a pH 3 y 11, placas 309 

que no se muestran. 310 

 311 

 312 

Figura 3. Crecimiento en placas de agar-gelatina de BM2 a diferentes pH 313 

Por último, SL creció de manera muy similar a pH 9, 7 y 5. En este caso, a pH 3 y pH 11 tampoco hubo 314 

crecimiento. 315 

 316 

 317 

Figura 4. crecimiento en placas de agar-gelatina de SL a diferentes pH 318 

Además de la actividad gelatinasa in plate que se muestra más arriba y que, debido a la calidad de las 319 

fotografías, no puede apreciarse adecuadamente, también se determinó la actividad gelatinasa pinchando 320 

colonias en tubos de ensayo con gelatina y peptona, y midiendo cualitativamente el grado de licuefacción 321 

al cabo de 1, 24 y 48 horas. Al cabo de 1 hora no se observaron cambios en los tubos. En la figura 5 se 322 
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muestran los resultados por duplicado a pH 5, 7 y 9 al cabo de 24 horas de incubación. A pH 5, y de acuerdo 323 

con lo observado in plate, no se apreció licuefacción en ninguna de las cepas aisladas. A pH 7 BM1 tuvo la 324 

mayor actividad, siendo la actividad de BM2 y SL apreciablemente menor y muy similar entre ellas. A pH 325 

9 la mayor licuefacción se produjo en SL y en uno de los duplicados de BM2, siendo la actividad de BM1 326 

poco apreciable. Al cabo de 48 h a pH 7 y 9 se había producido la licuefacción total de las muestras por 327 

parte de las tres cepas en análisis.  328 

 329 

 330 

Figura 5. Prueba de hidrólisis de gelatina a diferentes pH al cabo de 24 horas de incubación a 37°C 331 

En cuanto a la actividad caseinasa in plate, ésta se evaluó a pH 7, un pH cercano al óptimo de creci- 332 

miento y de la actividad gelatinasa. En la figura 6 se pueden ver los resultados para las tres cepas: todas 333 

ellas tuvieron actividad caseinasa. En este caso, las fotografías permiten ver mejor el halo de hidrólisis.  334 

 335 

 336 

 337 

Figura 6. crecimiento en placas de agar con caseína al 15% de BM1, BM2 y SL después de 24 horas de incubación a 37°C 338 

 339 

  340 

 341 

 342 

 343 
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3.3 Extracción de proteínas 344 

 345 

Una vez observadas las características de interés, se inició el protocolo de extracción de proteínas se- 346 

gún los métodos descritos. Se compararon dos métodos de extracción que implicaban intervalos distintos 347 

de sonicación y apagado durante 10 minutos: (método 1) 30 s encendido/60 s apagado vs (método 2) 30 s 348 

encendido/30 s apagado. La figura 7 muestra la comparación de los rendimientos para las tres cepas en 349 

varios experimentos. Aunque el segundo método parece tener mayor rendimiento, no hay diferencias es- 350 

tadísticamente significativas (aunque para BM1 se acercó, P = 0,09) entre los dos métodos de extracción, 351 

por lo que se optó por el método 2 debido a que tenía un mayor número de ciclos de sonicación en el mismo 352 

tiempo y aparentemente daba mayor rendimiento.  353 

 354 

 355 

BM1 BM2 SL

0.0

0.5

1.0

1.5

μ
g

/μ
L

Sonicación

30s on/

60s off

Sonicación

30s on/

30s off
P =0.69P = 0.09

P= 0.24

 356 

Figura 7. Comparación del rendimiento en la extracción de proteína bacteriana de dos métodos de sonicación 357 

 358 

3.4 Ensayo enzimático 359 

 360 

Como primer paso antes de proceder a la purificación de la actividad proteasa de las cepas aisladas se 361 

desarrolló un ensayo que pudiera ser cuantitativo. Para ello se optó por un ensayo proteasa en la que se 362 

medía la liberación de Tyr de la proteína empleada como sustrato, en este caso caseína purificada de la 363 

leche en los laboratorios UISEK. A falta de estándar de Tyr, no se pudo calcular la actividad específica de 364 

las distintas muestras y, por tanto, no se pudo purificar la actividad. Sin embargo, sí se puso a punto el 365 

ensayo para que en cuanto se compre el estándar de Tyr se pueda expresar la actividad específica y, al 366 

purificar la actividad, el grado de purificación (fold change). Además, el ensayo permitió identificar la cepa 367 

con la mayor actividad caseinasa. Las imágenes del procedimiento se muestran en el Anexo I.  368 

. 369 

 370 
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Figura 8. Actividad caseinasa de los lisados bacterianos de las tres cepas. Se determinó la Abs 660 nm correspondiente a la 372 

liberación de Tyr por la actividad proteolítica. Se muestra el valor medio ± el error estándar de tres réplicas menos el blanco. 373 

La figura 8 muestra los resultados del ensayo in vitro de la actividad caseinasa. Como puede obser- 374 

varse, SL mostró la mayor actividad, hasta tres veces superior a BM1 y más de 10 veces la de BM2.  375 

 376 

 377 

3.5 Lisis de coágulos sanguíneos in vitro 378 

 379 

Finalmente, y dado que el objetivo de este trabajo es, en última instancia, emplear las proteasas bacte- 380 

rianas como tratamiento contra la trombosis, se procedió a realizar un ensayo de lisis de coágulos sanguí- 381 

neos in vitro (fig. 9). A las muestras de sangre coagulada (apartado 2.2.7. de Materiales y Métodos) se les 382 

añadieron 124 µg de proteína en 200 µL del lisado correspondiente y se incubaron por 1 h tras lo cual los 383 

coágulos se volvieron a pesar.  384 

 385 

 386 

Figura 9. Tratamiento de coágulos sanguíneos. (A) muestra el suero formado después de la incubación. (B) Coágulo de 387 

sangre después de la extracción del suero y secado en un filtro de papel antes de la ponderación 388 

 389 
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Tabla 4. Peso de los coágulos sanguíneos antes y después del tratamiento con lisado de proteínas 390 

MUESTRA BM1 BM2 SL 

A B A B A B 

PESO INICIAL 0,41 0,44 0,42 0,53 0,44 0,46 

PESO DESPUÉS DEL TRATAMIENTO (g) 0,41 0,44 0,36 0,47 0,38 0,46 

 391 

BM1, no tuvo actividad trombolítica apreciable, puesto que el peso de los coágulos no se redujo tras 392 

el ensayo. Para BM2 el peso de los coágulos se redujo entre un 14 y 11% y en el caso de SL, el peso se redujo, 393 

en uno solo de los duplicados, más de un 13%. De estos resultados se deduce que BM2 es la cepa con mayor 394 

actividad trombolítica y/o fibrinolítica. 395 

 396 

 397 

  398 
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4. Discusión 399 

 400 

Los medios selectivos utilizados en este artículo fueron efectivos en términos de aislar las bacterias pro- 401 

ductoras de proteasas como se ve en el crecimiento sobre la gelatina y la caseína en las pruebas in plate. Sin 402 

embargo, para la detección de la actividad gelatinasa, fue más útil en el ensayo en tubo, pinchando colonias 403 

y observando licuefacción, que detectando el halo de degradación de la gelatina en placa Petri (resumido en 404 

tabla 5). La falta de este indicador visual sugirió que BM2 y SL (fig. 3 y 4), las cepas en las que menos se 405 

aprecia el halo de degradación, pueden necesitar más tiempo de incubación o una dosis diferente de concen- 406 

tración de peptona como sustrato o incluso otro rango de temperatura de incubación. Con respecto a estos 407 

tres elementos, la temperatura podría ser un factor determinante según lo informado por Soundra (Soundra 408 

Josephine et al., 2012) en términos de actividad proteasa, ya que reportó que 40°C es el óptimo para B. anth- 409 

racis y B. cereus. Foysal (Foysal & Lisa, 2018) va aún más lejos al presentar un rango de temperaturas óptimas 410 

entre 45°C a 55°C para sus 11 aislados de Bacillus. Por eso, creemos que se deben repetir ensayos en un rango 411 

más amplio de temperaturas a los pH ensayados en este trabajo.  412 

 413 

Tabla 5. Resultados de los tres ensayos para caracterización proteolítica bacteriana 414 

Aislados Gelatinasa in plate Gelatinasa in vitro Caseinasa in plate 

BM1 *pH 7 *pH 7 pH 7 

BM2 *pH 9 *pH 9 pH 7 

SL No se observa *pH 9 pH 7 

Los asteriscos indican el pH al que se obtuvo mayor actividad. 415 

Por su parte, B. megaterium se encuentra entre las bacterias más grandes del medio ambiente y, según los 416 

informes, prefiere grandes concentraciones de fuentes de carbono y nitrógeno y un pH neutro ligeramente 417 

alcalino, aunque también ha mostrado resistencia a ambientes ácidos, y actividad gelatinasa a pHs 5 y 5,5 418 

(Andriani et al., 2017; Freedman et al., 2018; Kumar Sura & Hiremath, 2019; Balan et al., 2012). Esto es consis- 419 

tente con los resultados presentados (fig. 2 y 3) ya que las muestras mostraron crecimiento en pH 9 y 7 pero 420 

no tanto en pH 5 como se indicó anteriormente. 421 

 422 

 Se ha informado que S. liquefaciens crece de manera óptima en un pH entre 5 y 10, con una clara incli- 423 

nación a 8 y ninguna actividad más allá de 10, y un intervalo muy corto de temperatura, entre 35-40°C, aun- 424 

que puede permanecer activo en temperaturas tan elevadas como 60°C (Baglinière et al., 2017). Una vez más, 425 

los resultados son consistentes con los presentados en este trabajo (fig. 4). En cuanto a la capacidad de hidro- 426 

lizar caseína, los reportes por otros autores indican actividad hidrolítica a pH 7 (Aryal Sagar, 2022; Pad- 427 

mapriya & Christudhas Williams, 2012; Rafii, 2014), concordando también con los resultados presentados. 428 

 429 

La base de datos MEROPS (base de datos de peptidasas) presenta al menos seis estudios que respaldan 430 

a B. megaterium como bacteria productora de proteasas y solo uno para S. liquefaciens (EMBL-EBI, 2017), lo 431 

que hace de B. megaterium una fuente bien establecida y confiable de proteasas. Por su parte, S. liquefaciens 432 

requeriría de estudios adicionales y caracterizaciones en relación a este tema para demostrar en mayor pro- 433 

fundidad su potencial como fuente de proteasas para distintas aplicaciones.  434 

 435 

En relación a la actividad caseinasa in vitro, estudios similares al nuestro, empleando el mismo método 436 

(Folin) reportan las siguientes actividades para el género Bacillus: 210,0 U/mL para B. amyloliquefaciens (Zhao 437 

et al., 2022); aproximadamente 25 U/mL para B. gibsonii (Mahakhan et al., 2022); 99,54 U/mL para B. velezensis 438 

(Liu et al., 2022); aproximadamente 48 U/mL para B. cereus (Zhang et al., 2022); y finalmente, 897 U/mg de 439 

actividad específica para B. megaterium (Manavalan et al., 2020). En cuanto al género Serratia se reportan entre 440 

40 y 306 U/mL (Salwan et al., 2020). Sin embargo, la comparación de otros estudios con nuestra actividad 441 

caseinasa in vitro resulta difícil puesto que, por los motivos expuestos más anteriormente, no pudimos calcu- 442 

lar la actividad específica. En nuestro caso, SL fue la muestra con mayor actividad, seguida por BM1.  443 
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 444 

El ensayo de lisis de coágulos sanguíneos se ha realizado ampliamente para determinar la actividad 445 

enzimática trombolítica(Frías et al., 2021). El uso de sangre total para medir la actividad fibrinolítica tiene 446 

ventajas porque las células en la sangre están involucradas tanto en la formación de coágulos como en la 447 

fibrinólisis. Sin embargo, almacenar y estandarizar los ensayos de sangre total puede ser un desafío, y los 448 

ensayos deben realizarse poco después de la recolección de sangre. Otra limitación es la opacidad de la sangre 449 

causada por la hemoglobina, lo que dificulta el uso de ciertos tipos de ensayos (Ilich et al., 2017). Según la 450 

Tabla 4, BM2 y SL presentaron la capacidad de disolver coágulos sanguíneos en varios porcentajes. BM1 no 451 

mostró esta capacidad por lo que podría decirse que es una cepa diferente de BM2. La mayoría de los estudios 452 

consultados presentan datos realizados en ensayos directamente con fibrina in vitro y otros más sofisticados 453 

in vivo y ex vivo (Elnager et al., 2015; Nikitin et al., 2021), por lo cual no se pueden comparar los resultados de 454 

una forma adecuada. B. subtilis y Codium fragile, muestran actividad lítica de coágulos sanguíneos, al cabo de 455 

24 horas de reacción, del 38,4% y 80% respectivamente (Rajaselvam et al., 2021). Sin embargo, en nuestro 456 

ensayo, la poca cantidad de proteína utilizada (124 µg) para disolver los coágulos en conjunto con el hecho 457 

de que no se purificó (o semi purificó) la enzima ni se hicieron ensayos para demostrar sus condiciones ópti- 458 

mas como pH, cofactores, etc., demuestra resultados muy prometedores para futuras investigaciones en estas 459 

cepas. 460 

 461 

Un enfoque para abordar este problema es probar directamente la enzima en placas de fibrina y (Frías 462 

et al., 2021) evaluar las áreas de hidrólisis de manera similar al método de caseína y gelatina en in plate como 463 

se describe en la sección 2.2.3. Desafortunadamente, la fibrina no estaba disponible durante el tiempo del 464 

experimento. Para estudios futuros y para proporcionar una prueba más robusta, se recomienda medir la 465 

capacidad fibrinolítica global (GFC), que implica usar la muestra de sangre completa y mezclarla con trom- 466 

bina y medir el producto de degradación de fibrina a través de un ensayo inmune enzimático y comparar la 467 

cantidad obtenida antes y después del tratamiento (Rich et al., 2008).   468 

 469 

La degradación de gelatina, caseína y coágulos de sangre demuestra que estas bacterias son capaces de 470 

producir enzimas para cada uno de estos sustratos y podrían ser fuente de tratamientos prometedores contra 471 

la trombosis y de otras aplicaciones industriales. Sin embargo, no se sabe con certeza qué enzimas se obtu- 472 

vieron en estos ensayos ya que se utilizó en todo momento un lisado crudo enzimático y no una enzima 473 

purificada por los métodos tradicionales como precipitación con sulfato de amonio, HPLC en sus distintas 474 

variantes, precipitación en el punto isoeléctrico, etc.  475 

 476 

 477 

 478 

 479 

 480 

 481 

  482 
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5. Conclusiones 483 

• Los medios selectivos empleados sirvieron para aislar cepas con actividad proteolítica: B. megaterium y S. 484 

liquefaciens 485 

• Los métodos de extracción de proteína no presentan diferencias significativas en cuanto al rendimiento. 486 

• De las cepas aisladas, BM2 y SL son las más prometedoras para la búsqueda de proteasas de interés. En 487 

el caso particular de enzimas trombolíticas, BM2 es la más prometedora.  488 

 489 

6. Recomendaciones y perspectivas futuras 490 

 491 

• Realizar curvas de crecimiento a diferentes T y pH para afinar las condiciones de crecimiento. 492 

• Emplear más fuente enzimática en los ensayos in vitro. 493 

• Determinar la actividad específica por el método de Folin – Ciocalteau empleando estándares de Tyr 494 

para poder establecer comparaciones mejores con otros trabajos y para purificar las diferentes activi- 495 

dades proteolíticas. 496 

• Realizar análisis mediante PAGE para conocer peso molecular y para poder identificar la enzima  497 

• Medir la capacidad fibrinolítica global 498 

 499 

 500 

  501 
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Anexo 1 696 

 697 

Figura A10. Incubación enzimática a 37°C en baño maría de los simples 698 

La Figura A10 presenta la incubación enzimática de las proteínas extraídas con solución de caseína 699 

durante 30 minutos en baño maría a 37°C. El ensayo se realizó por duplicado con un control que tenía 500 700 

μL de agua destilada en lugar de la muestra de proteína.  701 

 702 

 703 
Figura A11. Precipitación de caseína sin reaccionar 704 

La figura A11 señala la caseína sin reaccionar después de la incubación durante 30 minutos en baño 705 

maría a 37° y la centrifugación a 10000 rpm durante 15 minutos. Solo se recuperó el sobrenadante para 706 

continuar con el experimento. 707 

 708 
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 709 

Figura A12. Duplicados de la reacción de Folin-Ciocalteu para todas las muestras 710 

La figura A12 muestra la coloración obtenida de la adición del reactivo fenol Folin-Ciocalteu junto con 711 

el carbonato de sodio siguiendo el método descrito  712 


