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Resumen: Los halo6filos son microorganismos que se encuentran creciendo en ambientes con ele-
vadas concentraciones de sal. En los ultimos afios se ha mostrado un creciente interés en el estudio
de estos microorganismos por su gran potencial biotecnoldgico, principalmente en la obtencion de
enzimas de importancia en la industria. Las muestras analizadas fueron tomadas en puntos aleato-
rios de la costa de la Bahia de Santa Barbara, Sonora, México. Se identificé el crecimiento de 287
colonias en los medios de cultivo utilizados (agar marino 1217 y ATCC 2185) a concentraciones
de NaCl de 0.5, 2 y 4 M, 35 colonias presentaron halo de hidrdlisis en medio marino 0.5 M, 7
colonias en medio marino 1217 2 M y 4 colonias en medio ATCC 2185 2 M NacCl, todos enrique-
cidos con 2 % de leche descremada como inductor de la actividad proteolitica. Asimismo, se se-
leccionaron cinco cepas (5.3.3, 5.3.4, 5.3.6, 5.3.8 y 4.2.11) en funcién de los mayores didmetros
del halo de hidrélisis presentado en el medio con inductor. La determinacion de la concentracion
de proteinas indico que la cepa 5.3.8 presentaba la concentracion mas alta iniciando con 144.4555
pg/mL. Por otro lado, la mayor actividad proteolitica se identificé a partir de las 144 horas del
proceso fermentativo, siendo la cepa 5.3.3 la que mostrd la mayor actividad. Especificamente se
encontraron actividades enzimaticas de: 0.2875, 0.0402, 0.2201, 0.2323 y 0.2035 U/mL para las
cepas 5.3.3, 5.3.4, 5.3.6, 5.3.8 y 4.2.11. Estos resultados sugieren la presencia de cepas halofilas
leves aisladas de suelos salinos con capacidad de producir proteasas con potencial biotecnoldgico.

Palabras clave: Hal6filos, fermentacion, enzimas, actividad proteolitica

Abstract: Halophiles are microorganisms that inhabit environments with high salt concentrations.
In recent years, there has been growing interest in studying these microorganisms due to their bio-
technological potential, particularly in the production of enzymes with industrial relevance. Sam-
ples were collected at Bahia de Santa Barbara, Sonora, Mexico. A total of 287 colonies were grown
on Marine agar 1217 and ATCC 2185 agar at NaCl concentrations of 0.5, 2 and 4 M, 35 colonies
showed hydrolysis halos on 0.5 M marine medium, 7 on 2 M marine medium, and 4 on 2 M ATCC
2185 medium, all of them supplemented with 2% skim milk as a proteolytic activity inducer. Five
strains (5.3.3,5.3.4,5.3.6, 5.3.8, and 4.2.11) were selected based on the size of the diameter of the
hydrolysis halo observed on the inducer-containing medium. Protein concentration analysis indi-
cated that strain 5.3.8 exhibited the highest concentration (144.46 ng/mL) since the beginning of
fermentation. Proteolytic activity was detected specifically after 144 hours of fermentation, where
strain 5.3.3 was the one showing the highest proteolytic activity. Enzymatic activity levels were
0.2875, 0.0402, 0.2201, 0.2323, and 0.2035 U/mL for strains 5.3.3, 5.3.4, 5.3.6, 5.3.8, and 4.2.11,
respectively. These results suggest that slightly halophilic strains from saline soils were isolated
representing a promising source of proteolytic enzymes with biotechnological potential.
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Se conoce como organismos extremofilos a aquellos cuya caracteristica es la
de poder desarrollarse en ambientes con condiciones extremas de temperatura, pH,
salinidad, etc (Reang et al., 2024; Fahmy y El-Deeb, 2023). Dentro de este grupo
se encuentran los halo6filos, los cuales son microorganismos con la capacidad de
desarrollarse en entornos con altas concentraciones de sal (Ruginescu et al., 2020)
tales como suelos salinos, lagos salados, agua de mar, entre otros (Hardin y Sim-
pson, 2018).

Los microrganismos halofilos pueden clasificarse segiin su requerimiento de
cloruro de sodio (NaCl) en 3 grandes grupos: halofilos leves, que crecen 6ptima-
mente en concentraciones de 0.2-0.85 M (1-5 %) de NacCl, halofilos moderados,
cuyo crecimiento 6ptimo ocurre entre 0.85-3.4 M (5-20 %) NaCl y halofilos extre-
mos que se desarrollan en concentraciones de 3.4-5.1 M (20-30 %) NaCl (Abs Sa-
mad et al., 2017). Sin embargo, algunos autores han propuesto clasificaciones in-
termedias como, por ejemplo, Harding y Simpson (2018) quienes sugieren la cate-
goria de halodfilos limitrofes extremos (borderline extreme halophiles), que se ca-
racterizan por desarrollarse en concentraciones de sal entre 1.5-4.0 M (9-24 %).

Se han identificado diversos microorganismos representativos de los tres do-
minios (Bacteria, Archaea y Eukarya) que pueden encontrarse en cada uno de los
grupos de haléfilos categorizados (Ruginescu et al., 2020). Entre las bacterias ha-
16filas extremas destacan géneros como Salinibacter y Bacillus. En el caso de eu-
cariotas, se han documentado especies de algas verdes como Dunaliella, asi como
diversas levaduras y hongos. Dentro de estos tltimos se incluyen Hortaea werne-
ckii y Aureobasidium pullulans, ademas de especies de los géneros Aspergillus,
Penicillium y Cladosporium. También se han registrado hongos filamentosos como
Wallemia ichthyophaga, junto con protozoarios halofilos como Halocafeteria seo-
sinensis (Ruginescu et al., 2020; Revankar et al., 2024; Chung et al., 2021).

La capacidad de los microrganismos hal6filos para sobrevivir en condiciones
hipersalinas se atribuye a una serie de adaptaciones fisioldgicas, entre las que des-
tacan dos estrategias principales: el uso de solutos compatibles y la acumulacion de
cloruro de potasio (KCl) en el citoplasma. El primer mecanismo implica la acumu-
lacion de grandes concentraciones de solutos orgénicos compatibles en el cito-
plasma, como la betaina para proporcionar un equilibrio osmotico a la célula, ex-
cluyendo lo mas posible las sales del citoplasma (Deole y Hoft, 2020). Por otro
lado, el segundo mecanismo involucra la acumulacion intracelular de KCl tanto o
mas que las concentraciones de NaCl del medio para mantener un equilibrio osmo-
tico. Si bien, esta ultima adaptacion requiere un gasto energético moderado para la
célula, supuso un cambio evolutivo de los microorganismos a nivel proteoma por
las altas concentraciones de KCIl, confindndolos asi a hébitats hipersalinos (Reang
et al., 2024).

Estas adaptaciones no solo permiten la supervivencia de los microrganismos
halofilos, sino que también influyen en su metabolismo, incluyendo la produccion
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de enzimas funcionales bajo condiciones extremas. Debido a ello, estos microorga-
nismos extremofilos producen enzimas de gran interés conocidas como haloenzi-
mas, las cuales poseen la capacidad de soportar condiciones desfavorables tales
como altas concentraciones de sal, pH alcalinos extremos y temperaturas elevadas,
en comparacion con las enzimas mesofilas (Reang et al., 2024). Entre ellas, desta-
can las proteasas, enzimas capaces de hidrolizar enlaces peptidicos, mostrando gran
estabilidad incluso frente estas condiciones adversas (Raval et al., 2015; Abd Sa-
mad et al., 2017). Estas propiedades las convierten en herramientas de gran valor
para procesos como la produccion de detergentes, curtido de cuero, procesamiento
de alimentos y la produccion de hidrolizados de interés (Wang et al., 2009; Sarwa
et al., 2024).

Dada su importancia industrial, en los ultimos afios se han llevado a cabo in-
vestigaciones sobre la obtencion de enzimas proteoliticas a partir de microorganis-
mos halofilos extremos (Khoshnevis et al., 2018; Hou et al., 2021; Benmebarek y
Kharroub, 2023). Sin embargo, la produccion a gran escala de este tipo de enzimas
aun presenta limitaciones en comparacion con otras extremoenzimas, principal-
mente debido a desafios como la corrosion de los equipos ocasionada por las altas
concentraciones salinas requeridas durante los cultivos (Mesbah, 2022).

En este contexto, y considerando la necesidad de identificar cepas nativas con
potencial enzimatico, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la produccion
de enzimas proteoliticas a partir de microorganismos halofilos aislados de suelos
salinos del sur de Sonora.

Las muestras de suelo fueron tomadas en puntos aleatorios de la costa de la
Bahia de Santa Barbara, Sonora, México, con coordenadas: 26° 41’ 8" N, 109° 36’
3" W. Posteriormente se transportaron al laboratorio de Bioingenieria y Biotecno-
logia enzimatica del Instituto Tecnoldgico de Sonora en refrigeracion y se mantu-
vieron a 4 °C hasta su procesamiento.

El aislamiento de los microorganismos halo6filos se llevo a cabo a partir de
diluciones seriadas de siete muestras de suelo. Para ello se prepararon tubos de
ensayo con 9 mL de soluciones salinas a concentraciones de 0.5, 2 y 4 M de NaCl,
previamente esterilizadas. Se sembraron 100 pL de cada dilucién (107, 102, 107 y
10*) en placas de Agar Marino 1217 que contenia: 0.0016 g de nitrato aménico,
0.022 g acido borico, 0.008 g fosfato disddico, 0.08 g bromuro de potasio, 0.16 g
bicarbonato sddico, 0.0024 g fluoruro de sodio, 3.24 g sulfato de sodio, 1 g de ex-
tracto de levadura, 5 g peptona, 1.8 g cloruro célcico, 8.8 g cloruro magnésico an-
hidro, 0.55 g cloruro potasico, 19.4 g cloruro sodico, 0.004 g silicato sodico, 0.034
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g cloruro de estroncio, 0.1 g citrato férrico, de acuerdo a la ficha técnica de Conda-
lab (2020) y 15 g de agar bacterioldgico por litro, ajustando a pH 7.4 con NaOH 1
M; y medio ATCC 2185 que contenia: 234 g NaCl, 20 g MgSO4-7H20, 3 g de
citrato trisodico, 2 g KCl, 5 g de triptona, 3 g de extracto de levadura, 15 g de agar
bacteriologico por litro; y 1 mL de solucion traza (conteniendo: 6.6 mg
ZnS04-7H20, 1.7 mg MnSO4-H>0, 3.9 mg Fe(NO4)(SO4)2-6H,0 y 0.7 mg de
CuSO4-5H,0 por mL), ajustando a pH 6.5 con NaOH 1 M, ambos preparados con
las mismas concentraciones de NaCl (0.5, 2 y 4 M), segun Martin del Campo et al.
(2015). Posteriormente se incubaron a 40 °C, durante 72 horas.

Aquellas colonias que mostraron un crecimiento considerable se sembraron
por picadura en agar marino 1217 y ATCC 2185, adicionado con 0.5, 2 y 4 M de
NaCl y enriquecidos con leche descremada al 2 % (Difco™) como inductor de la
actividad proteolitica para posteriormente evaluar los halos de inhibicién desarro-
llados en el medio de cultivo enriquecido, seleccionando las 5 cepas con mayores
halos de hidrdlisis.

Se llev6 a cabo una fermentacion en medio liquido utilizando las cepas selec-
cionadas. En donde se utiliz6 un volumen total de 50 ml con 5% de inoculo, el
medio de cultivo empleado fue Medio Marino 1217 con 0.5 M de NaCl. La fermen-
tacion se realizé durante 144 horas a 40 °C, bajo agitacion constante a 180 rpm en
un incubador orbital.

Se tomaron muestras cada 24 horas, las cuales se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 5 minutos a 4 °C para separar el sobrenadante, el cual fue utilizado poste-
riormente para la determinacion de la actividad proteolitica y la concentracion de
proteinas.

Se determino la cantidad de proteina presente a lo largo de la fermentacion
mediante el método de Bradford (1976), utilizando como estandar una curva patrén
de BSA (2.5-15.0 pg/mL; R? > 0.99).

La actividad enzimatica se determiné de acuerdo a la metodologia de Camacho
et al., (2023) y Martinez-Pérez et al., (2019), utilizando como indicador rojo fenol
0.35 mM. La absorbancia fue leida a 558 nm en un espectrofotdémetro UV-VIS
MultiSkan Go (Thermo Scientific™, Estados Unidos), realizando la medicion de
la absorbancia cada 30 segundos por 15 minutos, utilizando una curva patron pre-
parada con HCI disuelto en buffer libre de sustrato (0.2-0.7 mM; R? > 0.99). Asi
mismo se utiliz6 la ecuacion 1 para la cuantificacion proteolitica:

U Rm-—Rb-120-FD

mlL Rs - 20
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Donde:

Rm= Pendiente de reaccion de la muestra en ABS/min,

Rb= Pendiente de reaccion del blanco en ABS/min,

Rs= Pendiente de la curva estandar en ABS/min,

FD= Factor de dilucién de la muestra,

Siendo 120 pL el volumen de reaccion y 20 uL el volumen de la muestra em-
pleado.

Mediante el uso de dos medios diferentes (agar marino1217 y ATCC 2185) se
lograron purificar 287 cepas con condiciones de requerimiento diferentes de NaCl
(0.5,2 y 4 M). Sin embargo, para posteriores ensayos, solo se consideraron aquellas
colonias cuya coloracion, forma y textura fuesen distintas, ya que la caracterizacion
morfoldgica de distintas colonias refleja diferencias fenotipicas, lo que provee de
informacion acerca de la diversidad microbiana en las muestras, por lo tanto, con
esto se pretendia maximizar la probabilidad de trabajar con microorganismos dis-
tintos (Sousa et al., 2013). De esta manera, se conservaron 85 colonias en medio
marino 1217 0.5 M NaCl, 38 en medio marino 1217 2 M NacCl, 3 colonias en medio
ATCC 2185 con 4 M de NaCl y 31 en medio ATCC 2185 2 M de NaCl, cabe
mencionar que no se encontrd crecimiento en el medio marino con 4 M de NaCl,
lo cual sugiere la presencia de unicamente microorganismos halofilos ligeros y mo-
derados.

Se identificaron 35/85 colonias con la capacidad de producir exoenzimas pro-
teoliticas en medio marino con 0.5 M NaCl, 7/38 colonias en medio marino con 2
M de NaCl y 4/31 colonias en medio ATCC 2185 con 2 M de NaCl, los cuales
fueron enriquecido con 2% de leche descremada como inductor para detectar la
sintesis de proteasas extracelulares. De acuerdo con Tennalli et al., (2024), la for-
macion de un halo de hidrdlisis cristalino alrededor de las colonias se interpreta
como evidencia de la actividad proteolitica. Con base en el diametro del halo de
hidrolisis fueron seleccionadas 5 cepas: 5.3.3, 5.3.4,5.3.6, 5.3.8 y 4.2.11 (Figura 1
y Archivo Complementario).
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A)

Figura 1. Crecimiento microbiano de A. cepas 5.3.3,5.3.4,5.3.6, 5.3.8 y B. 4.2.11 medio marino 0.5 M NaCl enriquecido con leche
descremada 2 %. La aparicion del halo de hidrélisis (cristalino) alrededor de las cepas en el medio con inductor, indica
la degradacion de la caseina en péptidos y aminoacidos solubles, evidenciando la sintesis de enzimas proteoliticas extra-
celulares.

Previo la fermentacion liquida se prepararon indculos con las cepas seleccio-
nadas las cuales fueron monitoreadas mediante la densidad Optica tras 24 horas de
incubacion a 40 °C y 180 rpm, en medio marino 1217 0.5 M (Archivo complemen-
tario).

La concentracion de proteinas present6é una disminucion progresiva a lo largo
del tiempo, durante la fermentacion con medio marino 1217 0.5 M a 40 °C y 180
rpm en todas las cepas evaluadas. Al inicio de la fermentacion, la cepa 5.3.8 mostrd
la concentracion mas alta (144.4555 pg/mL), mientras que la 5.3.3 present6 las
concentraciones mas bajas en el tiempo 0 h (110.6348 pg/mL). Al final de la fer-
mentacion las cepas 5.3.3 y 5.3.4 presentaron las menores concentraciones de pro-
teina (52.5594 y 43.4963 pug/mL) respectivamente (Figura 2).
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—®—(Cepa 5.3.3
=== Cepa 5.3.4
Cepa 5.3.6
Cepa 5.3.8
== Cepa4.2.11

Concentracion de proteinas (ng/mL)

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (horas)

Figura 2. Determinaciones de la concentracion de proteina en fermentacion liquida en medio marino 1217 0.5 M de NaCl a 180
rpm y 40 °C.

Durante las primeras horas de fermentacion no fue posible identificar actividad
proteolitica, sino hasta las 120 horas, sin embargo, la actividad proteolitica méxima
se presento a las 144 horas. En la Figura 3 se observa la cinética de hidrolisis de
caseina, utilizando extractos enzimaticos de las cepas incubadas (5.3.3, 5.3.6, 5.3.8
y 4.2.11), siendo la cepa 5.3.6 la que presento6 la actividad relativa mas alta con
respecto a las demas evaluadas.
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Figura 3. Actividad proteolitica relativa de las cinco cepas seleccionadas durante 15 minutos de incubacion. Los valores fueron
normalizados tomando como 100 % la actividad méaxima observada en todas las muestras. La cinética se evalud por
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espectrofotometria a 558 nm, utilizando caseina como sustrato proteico. Las curvas muestran el comportamiento enzi-
matico de cada cepa bajo condiciones idénticas de cultivo y reaccion: medio marino 1217 0.5 M de NaCl, 180 rpm y 40
°C.

En contraste, en la cepa 5.3.4 no se registrd actividad proteolitica, evidenciado
por la planitud de la curva presentada, lo cual es indicativo de una nula actividad
proteolitica. Por otro lado, la actividad enzimatica calculada a las 144 horas fue de:
0.2875, 0.0402, 0.2201, 0.2323 y 0.2035 U/mL para las cepas 5.3.3, 5.3.4, 5.3.6,
5.3.8 y4.2.11, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Actividad de las cepas evaluadas a las 144 horas, durante la fermentacion liquida en medio marino 1217 0.5 M a 180 rpm
y 40 °C.

DISCUSION

La identificacion de las colonias productoras de enzimas proteoliticas fue me-
diante la aparicion de un halo cristalino alrededor de éstas, en el medio enriquecido
al 2% con leche descremada, confirmando asi la presencia de actividad proteolitica
extracelular (Santos y Villalta, 2015). La principal proteina presente en la leche es
la caseina y esta se encuentra en suspension coloidal, de manera que, aporta turbi-
dez al medio. En particular, la secrecion de enzimas proteasas extracelulares per-
mite la hidrolisis de la caseina en péptidos solubles, reduciendo la turbidez del me-
dio y generando un halo cristalino alrededor de las colonias. Este halo es un indi-
cador visual de la actividad proteolitica y confirma la capacidad de los microorga-
nismos de producir enzimas proteasas extracelulares (Fitriyanto et al., 2020; Lim
et al., 2019; Chung et al., 2021)

La concentracion de proteinas de las muestras durante la fermentacion fue en
decremento desde las 0 h hasta las 144 h. Este comportamiento sugiere que los
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microorganismos cultivados secretaron enzimas proteoliticas para aprovechar las
proteinas de la leche descremada utilizada como inductor. Se ha documentado que
medios de cultivo enriquecidos con leche descremada induce la sintesis de protea-
sas que hidrolizan la proteina presente del medio (caseina), lo que explica la dismi-
nucién progresiva en la concentracion proteica durante la fermentacion, pues la
proteina es degradada a péptidos y aminoacidos (Lario et al., 2020; Kamath et al.,
2010).

A las 144 horas de fermentacion hubo evidencia de una mayor actividad pro-
teolitica en las cepas 5.3.3,5.3.4,5.3.6,5.3.8 y4.2.11, con respecto a las 120 horas.
En particular, la cepa 5.3.3 mostré mayor actividad (0.2875 U/mL). Pero en con-
traste, no se detect6 actividad proteolitica en el sobrenadante del cultivo liquido de
la cepa 5.3.4., sin embargo, ésta si present6 halo de hidrélisis al sembrarse en agar
medio marino 0.5 M con leche descremada, lo que indica que si habia produccion
enzimatica extracelular (proteasas). Lo anterior sugiere que la cepa es capaz de sin-
tetizar proteasas, pero la secrecion de estas enzimas puede depender de las condi-
ciones propias del medio, como la concentracion de salinidad, el pH, la temperatura
o incluso la agitacion (Saini et al., 2023). Si bien, la actividad absoluta cuantificada
reflejo que la cepa 5.3.3 produjo una mayor concentracion enzimatica, existe una
discrepancia entre la actividad relativa presentada en la cinética, pues, la cepa 5.3.6
mostr6 una mayor eficiencia sostenida en la hidrélisis de caseina, a lo largo del
tiempo. Resultados similares fueron descritos por Martinez-Pérez et al., (2020),
quienes evaluaron la produccion de proteasa extracelular en cepas halodfilas, usando
caseina como sustrato. En su estudio, se observo variabilidad en la cinética de hi-
drolisis y del cual se sugiere que estas diferencias se deben principalmente a la
eficiencia catalitica especifica de las enzimas y su afinidad por el sustrato, pero
también reflejan la diversidad metabdlica microbiana haléfila.

Del total de cepas evaluadas (287), solo el 53.65 %logré crecer en los medios
marino (0.5 My 2 M de NaCl) y medio ATCC (2 M de NaCl), y un menor porcen-
taje de las cepas se identificaron con actividad proteolitica (46/287 cepas 0 16.0278
%), evidenciada por la formacion de los halos de hidrolisis. Algunos estudios han
demostrado que ambientes salinos como los suelos costeros, albergan una gran di-
versidad de microorganismos halofilos (Drissi-Kaitouni et al., 2020; Irshad et al.,
2014). En particular, se han identificado distintos géneros, de los cuales destacan
Bacillus, Halomonas, Halobacillus, Shewanella, Salinivibrio, entre otros, y de los
cuales muchos presentan la capacidad de sintetizar enzimas hidroliticas de interés
industrial, como las proteasas. No obstante, se ha observado que dicha diversidad
microbiana tiende a disminuir conforme aumenta la concentracion de sal en los
medios, encontrandose mas cepas aisladas en medios con concentraciones bajas a
moderadas (3-9 %) de NaCl y solo unas pocas en concentraciones por encima del
20 % de NaCl (Irshad et al., 2014).

Asimismo, aunque algunas cepas aisladas en el estudio no mostraron actividad
enzimatica proteolitica, los valores obtenidos fueron significativamente menores en
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comparacion con otros estudios. Por ejemplo, Alnahdi (2012) registré actividades
entre 55 y 243 U/mL, mientras que en este caso la actividad méxima la present6 la
cepa 5.3.3 con 0.2875 U/mL a las 144 horas, no obstante, las condiciones de tem-
peratura y agitacion (28 °C, 180 rpm) fueron distintas a la del presente estudio, lo
que puede explicar la diferencia entre las actividades enzimaticas obtenidas en am-
bos casos. Por otro lado, Ghasemi et al., (2011), reportaron actividad enzimatica
proteolitica en un rango similar a las encontradas en este estudio, siendo entre 0.01
y 0.43 U/mL bajo condiciones de 37 °C y 150 rpm. Si bien estos tltimos se acercan
mas a las concentraciones obtenidas, se evidencia que la actividad enzimatica de-
tectada no solo se atribuye a la diversidad microbiologica entre las cepas en si, sino
también de si las condiciones del entorno son o no favorables para la sintesis de
enzimas proteoliticas Rolfe et al., (2012).

En ambientes hipersalinos, por lo general, se presenta baja disponibilidad de
nutrientes simples como el nitrogeno y carbono. Por lo que la produccion de pro-
teasas extracelulares por parte de los microorganismos hal6filos representa una es-
trategia adaptativa para la obtencion de nutrientes. Estas enzimas permiten no solo
la degradacion de proteinas presentes en el entorno en péptidos y aminoacidos
(Hong et al., 2023; Mokashe et al., 2018), sino que ademas pueden conferir una
ventaja competitiva frente a otros microorganismos al tener la capacidad de lisar
células que coexisten en el entorno, utilizando como nutrientes los restos celulares
(Hong et al., 2023).

Estructuralmente hablando, las proteasas halofilas poseen adaptaciones espe-
cificas que aseguran su funcion bajo condiciones extremas. Estas incluyen: mayor
nimero de residuos de aminoacidos acidos en la superficie de la enzima, parches
hidrofébicos de menor tamaino y puentes salinos entre los residuos acidos-basicos,
lo que permite mantener una capa de hidratacion funcional sobre ésta, pero ademas
se ha demostrado que amplian su versatilidad y adaptacion en términos de resisten-
cia a pH alcalinos y temperaturas elevadas bajo estrés osmotico (Edbeib et al.,
2016), incluso evitando la desnaturalizacién en presencia de agentes desnaturali-
zantes (Sinha y Khare, 2014).

Por lo anterior, la actividad proteolitica observada en las cepas evaluadas no
solo refleja su capacidad enzimatica, sino también su grado de adaptacion a las
condiciones impuestas del proceso fermentativo (medio de cultivo, salinidad, pH,
temperatura y agitacion). La ausencia de actividad enzimatica en el medio liquido
por parte de la cepa 5.3.4 podria deberse a que requiere condiciones distintas en la
fermentacion o que no se alcanzaron concentraciones suficientes para ser cuantifi-
cada por el ensayo. Asimismo, como sefialan Mokashe et al., (2018), muchas enzi-
mas haldfilas muestran diferencias significativas de expresion y sintesis entre con-
diciones de cultivo en medios solidos y liquidos, lo cual explica que se haya iden-
tificado un halo de hidrélisis en la cepa 5.3.4 sembrada en agar medio marino 0.5
M con inductor, pero no se haya logrado cuantificar actividad enzimatica en el me-
dio liquido.
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Las cepas halodfilas aisladas de suelos salinos fueron capaces de producir enzi-
mas proteoliticas bajo las condiciones de cultivo utilizadas en el presente trabajo
de investigacion. El contenido de proteina en el medio de cultivo present6 un com-
portamiento descendiente, lo que indico el consumo de la proteina presente en el
sustrato. Asimismo, se determind la actividad proteolitica de cada muestra, presen-
tando actividad enzimatica en las tltimas etapas de la fermentacion, siendo la cepa
5.3.3 la que mostrd mayores valores de actividad con respecto a las demads. Por otro
lado, la cepa 5.3.4 es un caso de relevancia, puesto que los resultados sugieren que
la evaluacion de la actividad enzimatica solo en medio liquido podria subestimar
su potencial proteolitico real.

Los resultados que se obtuvieron muestran que, de las 287 cepas aisladas, uni-
camente poco mas de la mitad logrd crecer en 3 de los cuatro medios salinos eva-
luados (medio marino 0.5 M, 2 My ATCC 2 M de NaCl), y solo el 16.03 % pre-
sento actividad enzimatica proteolitica. Las cepas que fueron seleccionadas para
los ensayos de fermentacion fueron aquellas que mostraron dicha actividad, refle-
jando no solo su capacidad funcional en entornos salinos, sino también la amplia
diversidad contenida en suelos salinos, incluyendo microorganismos cuyo poten-
cial no solo depende de las condiciones de salinidad, sino también de condiciones
mas especificas como la temperatura y agitaciéon, como se sugiere con la cepa
5.3.4., por lo que se recomienda optimizar las condiciones de fermentacion (agita-
cion, temperatura y tiempo de cultivo) para potenciar la sintesis de proteasas.
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