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RESUMEN 

Las condiciones especiales del ecosistema de la Antártida son propicias para 

encontrar diversidad microbiana con potencial para ser utilizada en 

bioprospección. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la diversidad 

microbiana procedente de agua marina de la Antártida, que fue tomada por la 

Armada Nacional de Colombia en la expedición 2017, con el fin de establecer 

la capacidad enzimática utilizando microbiología convencional. La 

metodología incluyó estimular el crecimiento de las bacterias en temperaturas 

de 5, 10 y 20 °C con diferentes concentraciones de NaCl para su recuperación, 

determinación de la actividad enzimática de las bacterias que crecieron en los 

medios de cultivo y conservación de los microorganismos a - 70 °C. Se aislaron 

18 cepas, entre psicrófilas y psicrótrofas. El 22,2 % crecieron a temperatura 

de 5 ºC; 5,5 % a 10 ºC y 72,2 % a 20 ºC. El 27,7 % de las bacterias aisladas 

fueron halófilas moderadas (6 % - 15 % de NaCl) y el 72,2 % halófilas leves 

(<6% de NaCl). El 44,4 % presentaron estructura de cocobacilos Gram 

negativos, el 38,8% bacilos Gram negativos y el 16,6 % cocos Gram positivos. 

El 61,1 % demostraron actividad enzimática amilolítica, el 22,2 % fijadora de 

nitrógeno, el 22,2 % desnitrificantes y ninguna presentó actividad proteolítica. 



2 
 

Se concluye que existe una diversidad bacteriana con actividad enzimática que 

podría ser utilizada en bioprospección. A futuro se espera evaluar otras 

capacidades enzimáticas a las bacterias congeladas y hacer escalamientos 

para obtener biomasa que pueda ser utilizada en bioprospección. 

 

Palabras Clave: Agua marina Antártica, microbiología convencional, actividad 

enzimática. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La mayor parte de la biosfera de la Tierra es fría (por ejemplo, el 90 % de las 

aguas del océano tienen una temperatura < 5°C), lo que mantiene una amplia 

diversidad de vida microbiana. La extensión y diversidad de los ecosistemas 

que albergan vida psicrófila así como, la capacidad funcional de los 

microorganismos que habitan en la biosfera fría, es igualmente diversa. Como 

resultado, los microorganismos psicrófilos proporcionan un enorme recurso 

natural de enzimas que funcionan eficazmente en el frío, y estas enzimas 

adaptadas al frío han sido seleccionadas por su potencial para bioprospección 

(1). La amplia diversidad de plantas, animales y microorganismos existentes 

en la Antártida, también han sido objeto de estudio importante por parte de la 

comunidad científica, especialmente lo referente a la industria. Distintos 

sectores han mostrado interés en los estudios antárticos como fuente de 

nuevas enzimas, y por ende nuevas funciones y aplicaciones (2). 

 

La capacidad de los microorganismos psicrófilos y psicrótrofos para sobrevivir 

y proliferar a bajas temperaturas, implica que han superado barreras para 

adaptarse a ecosistemas permanentemente fríos, como en la Antártida. 

Algunas de las principales barreras que estos microorganismos han superado, 

incluyen la reducción de la actividad enzimática, disminución de la fluidez de 

la membrana, disminución de la transcripción, traducción y la división celular, 

desnaturalización de enzimas y formación de hielo intracelular (3). 

 

Se ha demostrado que las comunidades bacterianas pueden encontrarse en 

muchas condiciones adversas, como temperatura, pH y salinidad, entre otras, 

estos microorganismos son llamados extremófilos, y poseen características 

bioquímicas y metabólicas que les permiten vivir en hábitats extremos, 

resultando ser microorganismos muy útiles para el desarrollo de nuevos 

procesos en la bioprospección. Las bacterias halófilas, al pertenecer al grupo 
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de los extremófilos capaces de vivir en ambientes salinos, ofrecen una multitud 

de aplicaciones en varios campos de la bioprospección (4). 

 

El objetivo del presente trabajo es aislar diversidad bacteriana a través de 

microbiología convencional en condiciones de salinidad y temperatura 

similares a las que tienen los microorganismos bacterianos donde 

originalmente se tomaron las muestras, en consideración a recuperar 

microorganismos con posibilidades de bioprospección. Adicionalmente, se 

definió alguna actividad enzimática con medios de cultivo específicos y 

finalmente se conservó la diversidad microbiana aislada a través del proceso 

físico-químico de congelación que permite conservar microorganismos viables 

por un tiempo sin sufrir cambios fenotípicos.  

 

La presente investigación puede realizarse gracias a “El Tratado Antártico” 

firmado y entrado en vigor en 1961, menciona en el Artículo 2 “Libertad de 

investigación científica en la Antártida y continuidad de la cooperación como 

en el Año Geofísico Internacional de 1957” y en el Artículo 3 “Compromiso de 

intercambio de información sobre los proyectos de programas científicos en la 

Antártida, personal científico y libre disponibilidad de las observaciones y 

resultados científicos” (5). 

 

Para complementar esta investigación, estudiantes de Bacteriología del grupo 

Ceparium de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca realizaron dos 

trabajos de grado “Estudio metagenómico de muestras de suelo y agua marina 

procedentes de la isla Livingston, Antártida” enfocado en el uso de la 

metagenómica para la identificación de las bacterias procedentes de la misma 

muestra, que se utilizó en el presente trabajo y “Estudio de la microbiota 

cultivable en dos zonas de la Antártida” con muestras de suelo procedentes 

de dos zonas, Isla Livingston e Isla Deception.  
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OBJETIVOS 

 
 

General 

Evaluar la diversidad bacteriana procedente de agua marina Antártica por 

medio de métodos microbiológicos convencionales.  

 

Específicos 

● Aislar la diversidad bacteriana procedente de agua marina Antártica, en 

condiciones de temperatura y salinidad propicias para bacterias de este 

ecosistema. 

 

● Determinar actividad enzimática proteolítica, amilolítica, fijación de 

nitrógeno y desnitrificación de las bacterias recuperadas a través de 

medios selectivos. 
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1. ANTECEDENTES 
 
 

Recientemente los investigadores han estado buscando compuestos activos 

en microorganismos que viven en ambientes inexplorados o extremos, el 

estudio de estos ecosistemas se constituye en un reto, debido a la gran 

posibilidad de descubrir nuevos microorganismos, los cuales a su vez pueden 

ser productores de nuevos compuestos bioactivos. 

  

Junke K, y cols en 1998 (6), realizaron el primer reporte que se conoce de tres 

aislamientos e identificación por 16s y análisis filogenético de bacterias Gram 

positivas psicrófilas del hielo marino en la Antártida. Los análisis filogenéticos, 

junto con la caracterización fenotípica, indicaron que una de las cepas está 

más estrechamente relacionada con el género Planococcus para la cual se 

propone una especie nueva, P. mcmeekinii. Las otras dos cepas, son 

miembros de las bacterias Gram positivas más estrechamente relacionadas 

con los géneros Arthrobacter y Brachybacterium. Este estudio reporta la 

primera evidencia filogenética de que las bacterias Gram-positivas residen en 

el hielo marino. 

  

Lokendra, S., en 1998 (7), determinaron a partir de bacterias psicrófilas 

colectadas de diferentes lugares de Schirmacher Oasis (Antártida), producción 

de enzimas hidrolíticas de los tipos: proteolíticas, lipolíticas y amilolíticas; estas 

demostraron una temperatura óptima de crecimiento de 25 – 28 °C, pero las 

enzimas de mayor producción, que fueron proteasas ácidas y esterasas, la 

temperatura óptima fue de 40 °C. 

  

Sánchez P et al., en 2003 (8), en relación con la actividad proteolítica que se 

evaluó en este estudio, determinó que las bacterias del género Pseudomonas 

reveló una alta actividad de enzimas proteolíticas, como se describen en 

trabajos realizados en España y Perú. En España, se aisló y caracterizó una 
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serie de bacterias halófilas moderadas que manifiestan actividad proteasa 

provenientes de salinas de Huelva, Cádiz y Almería. Las cepas identificadas 

correspondieron a los géneros Pseudomonas, Pseudoalteromonas, 

Halomonas y Bacillus. En un proyecto posterior, se seleccionó una cepa 

bacteriana halófila moderada proveniente de una salina de la Isla Cristina 

(Huelva). La cepa seleccionada tiene actividad proteasa, y se caracterizó 

taxonómicamente, tanto desde el punto de vista fenotípico como genotípico, 

determinado que pertenecía al género Pseudoalteromonas. 

  

Ramírez et al., en el año 2004 (9) en su estudio, presentaron una extensa 

revisión sobre las bacterias halófilas y sus aplicaciones biotecnológicas 

basados en aspectos relacionados con su ecología en los ambientes 

hipersalinos y sus características como microorganismos extremófilos y sus 

diversas e importantes aplicaciones y potencialidades en la industria y en la 

biotecnología dada su alta estabilidad en condiciones extremas, y se 

determinó que son útiles en la producción de enzimas, polímeros, solutos 

compatibles y en la biodegradación de residuos, así como en la producción de 

alimentos fermentados incluso para aprovecharlas como fábricas celulares 

alternativas a Escherichia coli, para la producción de proteínas recombinantes. 

  

Soria, V. et. al., en 2009 (10), evaluó la producción de enzimas lipolíticas de 

cinco cepas bacterianas antárticas crecidas en medio aceite de oliva durante 

36 a 74 horas, a su temperatura óptima de crecimiento (cepas: 27a y 173d de 

20 – 25 °C, para 7Ab de 25 – 30 °C, para 19b de 15 – 20 °C y para 134d de 

10 – 15 °C). Las cinco cepas crecieron bien y se detectó actividad lipolítica y/o 

estereolítica en todas las cepas. 

  

Mojib N, y cols en 2010 (11), describió la actividad antimicobacteriana de dos 

pigmentos, violaceína, un pigmento violeta púrpura de Janthinobacterium sp. 

y la flexirubina, un pigmento amarillo-naranja de Flavobacterium sp. Estos 
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pigmentos se aislaron de las cepas bacterianas encontradas en los lagos de 

agua dulce de Schirmacher Oasis, este de Antártida. Las concentraciones 

mínimas inhibitorias (MICs) de estos pigmentos para micobacterias virulentas 

y virulentas fueron determinadas por la Microplaca Alamar Blue Assay (MABA) 

y Nitrate Reductase Assay (NRA). Las concentraciones mínimas inhibitorias 

(MICs) de estos pigmentos para las micobacterias virulentas y avirulentas se 

determinaron mediante MABA y NRA. Los resultados indicaron que las MICs 

de J-PVP y F-YOP eran de 8,6 y 3,6 lg/mL para Mycobacterium smegmatis 

avirulento mc2155; 5 y 2,6 lg/mL para Mycobacterium tuberculosis avirulento 

mc26230. Los resultados indican que estos pigmentos aislados de bacterias 

antárticas podrían ser valiosos compuestos como nuevos antimicobacterianos. 

  

Rosado, A. y Arroyo, M.F., en 2010 (12), obtuvieron 15 cepas de bacterias 

marinas con actividad proteolítica que fueron aisladas de muestras de agua 

obtenidas de Punta Fort William, Antártida. La actividad proteolítica de la cepa 

EAT 19 (Pseudomonas sp.) fue de 17,85 U/mg a las 72 horas, la cepa EAT 17 

(Alcaligenes spp.) fue de 11,67 U/mg y de las tres cepas de Aeromonas sp. 

(EAT15, EAT16 y EAT 18) presentaron valores de 11,36; 9,85 y 10,23 U/mg 

respectivamente. 

  

Antony R, y cols en 2016 (13), determinaron la diversidad y capacidades 

funcionales de los microorganismos de 3 regiones de la Antártida Oriental 

detectaron un conjunto diverso de bacterias (Proteobacteria, Actinobacteria, 

Firmicutes, Bacteroidetes, Deinococcus-Thermus, Planctomycetes, 

Verrucomicrobia), Archaea (Euryarchaeota) y Eucarya (Basidiomycota, 

Ascomycota, Cryptomycota y Rhizaria) mediante métodos de cultivo y 

métodos independientes. Aunque las comunidades microbianas observadas 

en las tres muestras de nieve eran claramente distintas, todos los aislados 

ensayados produjeron una o más de las siguientes enzimas: lipasa, proteasa, 

amilasa, beta-galactosidasa, celulasa y enzima modificadora de lignina. Lo que 
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confirma que se pueden encontrar microorganismos con posible uso en 

bioprospección. 

 

Zhenzhen Xu, et. al., en el 2017 (14) investigaron la viabilidad de un grupo de 

psicrótrofos filtrados que se aplicaban al tratamiento de aguas residuales a 

baja temperatura. Las cepas psicrótrofas cribadas son capaces de crecer en 

un amplio intervalo de temperatura de 0 ºC a 40 ºC y exhiben una actividad de 

enzimática preferible a baja temperatura (4 ºC a 10 ºC). Este estudio 

proporciona evidencia de que la intensificación microbiana con psicrótrofos fue 

una estrategia factible para mejorar la eficiencia del proceso convencional de 

tratamiento de aguas residuales a baja temperatura. 

  

En las últimas décadas, ha surgido un creciente interés por el conocimiento y 

aislamiento de las bacterias fijadoras de nitrógeno y por el estudio de su efecto 

sobre el crecimiento vegetal. Las bacterias fijadoras de nitrógeno han sido el 

objetivo de numerosos estudios, en diversos cultivos de importancia 

agronómica, estas se han utilizado para aumentar la germinación y crecimiento 

(15). 
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2. MARCO REFERENCIAL 

 

2.1. Biodiversidad microbiana en la Antártida 

 

Las condiciones extremas hacen de la Antártida un hábitat donde solo los más 

fuertes pueden sobrevivir. A pesar de esta condición especial, se ha convertido 

en una interesante región para investigaciones científicas en el campo de la 

microbiología. La adaptación al frío es a menudo combinada con otras 

adaptaciones como, altas concentraciones de sales, presión osmótica e 

hidrostática regulada, disponibilidad de nutrientes, resistencia a la radiación 

ultravioleta, entre otras. A pesar de estos retos, la vida se desarrolla en estos 

entornos con una gran biodiversidad microbiana, principalmente de bacterias 

y hongos (16). 

  

Estudios realizados (Asociación civil ANTARKOS 1988) confirman la presencia 

de cianobacterias, mientras que, los bacilos, formadores de esporas y aquellos 

del grupo Flavobacterium son escasos. Se determinó que las bacterias 

psicrófilas recolectadas pertenecen a los géneros Colwellia, Marinobacter, 

Planococcus y Shewanella mientras que, las cepas aisladas de bacterias 

psicrótrofas pertenecen a los géneros Arthrobacter, Halobacillus, Halomonas, 

Hyphomonas, Planococcus, Pseudoalteromonas, Psychrobacter, 

Pseudomonas, Sphingomonas. Otras bacterias que se han detectado en este 

ambiente son especies pertenecientes a Proteobacteria principalmente 

Pseudomonas y Vibrio. Las bacterias generalmente dominan en número y 

diversidad en comparación con las arqueas (17). 

  

El crecimiento de los microorganismos no se puede estudiar individualmente 

debido a su tamaño tan pequeño, por lo que es necesario recurrir a medios 

nutritivos artificiales donde se puedan desarrollar rápidamente y formar 

grandes poblaciones para su fácil manipulación. En un ambiente natural no es 
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frecuente encontrar un solo tipo de microorganismos, lo que existen son 

comunidades bacterianas. La separación de cada una de las variedades 

existentes en una comunidad es lo que se conoce como aislamiento de 

microorganismos. 

  

Cada microorganismo tiene requerimientos nutricionales de temperatura y pH, 

que van de acuerdo a su hábitat natural. Por ejemplo, en el caso de muestras 

aisladas de ecosistemas glaciares de la Antártida se sabe que 

microorganismos como los psicrófilos mueren rápidamente si se exponen a 

temperatura ambiente normal, por esta razón, su estudio en laboratorio 

requiere un gran cuidado para estar seguros de que no se calienten durante el 

muestreo, el transporte, el aislamiento y otras manipulaciones (18). 

 

2.2. Metabolismo bacteriano 

 

Las respuestas metabólicas a temperaturas bajas son dependientes de la 

fisiología específica de cada organismo psicrófilo. Pero, generalmente la 

mayoría de estas bacterias produce enzimas que funcionan óptimamente en 

frío y se desnaturalizan rápidamente a temperaturas moderadas. 

  

Otra característica de los psicrófilos, es que a bajas temperaturas tiene lugar 

el proceso de transporte activo lo que es una clara indicación que la membrana 

de estos microorganismos es de distinta naturaleza pues a bajas temperaturas 

pueden seguir llevando a cabo sus funciones. De hecho, sus membranas 

contienen una mayor proporción de ácidos grasos insaturados lo que ayuda a 

mantener el estado semifluido de la membrana a bajas temperaturas (las 

membranas compuestas de ácidos grasos saturados se harían poco fluidas y 

no funcionales a bajas temperaturas) (19). 

 

Los psicrófilos y psicrótrofos producen enzimas que funcionan óptimamente 
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en el frío y que con frecuencia se desnaturalizan o inactivan incluso a 

temperaturas muy moderadas. Las bases moleculares de este hecho no se 

conocen por completo, pero se ha observado que en general, las enzimas 

activas en frío poseen mayor cantidad de hélices, a comparación de enzimas 

que son inactivadas en temperaturas bajas. En consecuencia, la mayor 

cantidad de hélices en las enzimas activas en el frío puede permitir mayor 

flexibilidad en esas condiciones. Estas enzimas activas en el frio también 

tienden a tener más aminoácidos polares y menos aminoácidos hidrofóbicos, 

lo que puede servir igualmente de ayuda para mantener la proteína flexible y 

enzimáticamente activa a bajas temperaturas (20). 

 

- Efecto de la temperatura sobre el crecimiento bacteriano 

Hasta hace relativamente poco tiempo se creía que la vida, sólo podía existir 

en un número limitado de ambientes, y en general, en condiciones normales 

de temperatura, pH, salinidad y presión (20). La temperatura es uno de los 

factores más importantes que afectan el crecimiento y a la supervivencia de 

los microorganismos. A temperaturas muy frías o muy calientes los 

microorganismos no crecen, sin embargo, las temperaturas óptimas de 

crecimiento varían mucho entre los diferentes grupos de microorganismos y, 

principalmente reflejan el rango de temperaturas de sus hábitats naturales 

(18). 

  

A medida que se eleva la temperatura las reacciones químicas y enzimáticas 

de la célula son más rápidas y, por lo tanto, el crecimiento se acelera. Sin 

embargo, por encima de esta temperatura algunas proteínas sufren daños 

irreversibles, provocando la muerte celular.  

  

Cada microorganismo tiene una temperatura óptima para su crecimiento, casi 

siempre relacionada con la temperatura de su hábitat. Se han definido también 

una temperatura mínima, por debajo de la cual no existe crecimiento, y una 
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temperatura máxima, sobre la cual los microbios tampoco crecen debido a la 

desnaturalización de proteínas que provocan la muerte celular. Estas tres 

temperaturas se denominan temperaturas cardinales o fundamentales (21). 

  

Morita & Moyer en 2001, diferenciaron las bacterias psicrófilas y las 

psicrotolerantes, distinguiéndose por sus temperaturas mínima, óptima y 

máxima de crecimiento que son, < 0 °C, < 15 °C y < 20 °C para psicrófilas y 0 

ºC - 5 °C, >15 °C y >20 °C para bacterias psicrotolerantes, también llamadas 

psicrótrofas. Sin embargo, para las bacterias psicrótrofas sus rangos de 

temperatura máxima de crecimiento pueden estar por encima de los 20 °C y 

en algunos casos su temperatura de crecimiento óptimo se encuentra también 

por encima de los 20 °C (22).  

 

Margensin en 2008 (23), afirmó la supervivencia de los microorganismos a 

bajas temperaturas es permitida por una serie de cambios fisiológicos y 

morfológicos. Los cambios en los productos metabólicos ocurren como 

resultado de la disminución en la actividad enzimática, la temperatura reducida 

durante el crecimiento conduce a un desequilibrio metabólico y el cese del 

crecimiento debido a la sensibilidad de algunos procesos metabólicos 

reguladores. Cuando la temperatura disminuye algunos de los componentes 

que son normalmente fluidos, se convierten en gel, lo que impide que las 

proteínas funcionen correctamente. 

 

2.3. Bacterias psicrófilas 

 

El término “psicrofílico” fue introducido por Schmidt-Nielsen para describir los 

organismos adaptados al frio. Un psicrófilo se define como un organismo, 

procariótico o eucariótico, capaz de vivir permanentemente a temperaturas 

cercanas al punto de congelamiento del agua y en equilibrio térmico con el 

ambiente (24). 
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La primera enzima psicrofílica proveniente de microorganismos de la Antártica 

en ser caracterizada fue una fosfatasa alcalina, dando paso a una gran 

cantidad de estudios relacionados con este tipo de enzimas extremófilas y un 

creciente interés por sus implicancias evolutivas y aplicaciones en 

bioprospección (25). 

 

- Importancia de las bacterias psicrófilas como productoras de 

sustancias para bioprospección 

Existe un enorme interés acerca de las proteínas estructurales y las enzimas 

metabólicas que son responsables de las propiedades inusuales de los 

microorganismos extremófilos. Pueden ser de mucha utilidad en biocatálisis 

para la síntesis de polímeros, productos farmacéuticos, agroquímicos, etc. 

(20). 

  

En algunas ocasiones, el uso de enzimas de organismos mesófilos es limitado 

ya que ciertos procesos se tienen que llevar a cabo en condiciones en las que 

estas enzimas no son activas. En este sentido, el uso de enzimas derivadas 

de extremófilos abre la posibilidad de su uso en procesos en los que no se 

pueden usar las técnicas tradicionales (20). 

  

Los microorganismos psicrófilos y psicrótrofos en los ambientes antárticos 

presentan estrategias de adaptación al frio que resultan interesantes por su 

aplicación en bioprospección, por ejemplo, en alimentación, en la obtención de 

nuevos pigmentos como aditivos alimenticios, o la producción de fármacos y 

detergentes. Por todo lo expuesto, el potencial de las bacterias psicrófilas para 

aplicación en bioprospección recibe cada vez una mayor atención (20). 

  

Por sus únicas condiciones de aislamiento y bajas temperaturas, la Antártica 

alberga un potencial científico y bioprospección enorme, pero también muchas 

barreras de entrada de diferente índole para los investigadores. Estos 
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problemas retrasan los estudios en el campo de la microbiología y por lo tanto 

el desarrollo en bioprospección también se ve afectado. Entre las principales 

barreras se pueden mencionar la geografía y clima. Otra consideración 

importante son las exigencias ecológicas, pues la ecología antártica es muy 

frágil, vulnerable y de difícil recuperación. Finalmente, las capacidades 

científicas y el entorno regulatorio constituyen otra barrera de entrada debido 

a que, los conocimientos y la experiencia requerida para trabajar con 

microorganismos y plantas de ambientes muy fríos no son triviales y requieren 

años para adquirirse (10). 

 

2.4. Bacterias psicrótrofas  

 

También denominados psicrófilos facultativos o psicrotolerantes, son 

microorganismos cuya temperatura óptima de crecimiento se encuentra en el 

rango mesófilo, por encima de los 15 y 20 ºC, más cercana a la temperatura 

ambiente, pero también pueden multiplicarse a temperaturas inferiores a 7 ºC. 

Estos microorganismos crecen en ambientes donde la temperatura fluctúa, 

estando adaptadas a grandes oscilaciones, son los principales 

microorganismos implicados en el deterioro de los alimentos de origen animal 

en refrigeración (26). 

 

La acción de las enzimas, en el caso de la producción de vinos, sidra o jugos, 

debe ocurrir a temperatura ambiente, por lo cual resulta importante contar con 

enzimas cuya temperatura óptima, es decir la temperatura a la cual su acción 

es mayor sea alrededor de 15 ºC o 20 °C. Esto se logra haciendo producir 

cada enzima a partir de microorganismos que crecen a bajas temperaturas, 

procedentes de zonas frías, es decir microorganismos psicrótrofos. El uso de 

enzimas provenientes de organismos adaptados al frío permite ahorrar energía 

y disminuir tiempos de reacción en procesos que ocurren a temperatura 
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ambiente, por lo cual ha aumentado el interés en las mismas tendiente a una 

aplicación en bioprospección (27). 

 

2.5. Bacterias halófilas 

 

Los microorganismos halófilos son organismos que están especializados para 

vivir en ambientes salinos, el término halófilo se origina del griego hals (sal) y 

phil (afín) por lo que etimológicamente halófilo significa “amigo, amante de la 

sal”). Los microorganismos marinos, en mayoría son por naturaleza 

psicrotróficos y halotolerantes, es decir capaces de crecer en temperaturas 

bajas y en ausencia como en presencia de sal (28). 

 

La principal característica de las bacterias halófilas moderadas es la necesidad 

de NaCl en el hábitat, las concentraciones necesarias de sal para su 

crecimiento varían entre las distintas especies, se ha determinado que el 

requerimiento de sal en muchas bacterias halófilas moderadas aumenta con 

la temperatura. El rango de salinidad óptimo de crecimiento de las bacterias 

también se relaciona directamente con la concentración de nutrientes 

presentes en el medio. 

 

Desde que se inició su estudio, las bacterias halófilas moderadas han 

demostrado ser un grupo de extremófilos con un gran potencial en 

bioprospección. Así, no sólo producen compuestos de enorme interés 

industrial, como enzimas, biopolímeros o solutos compatibles, sino que 

además, presentan unas propiedades fisiológicas que facilitan su explotación 

comercial. Por ejemplo, son microorganismos fáciles de cultivar y con escasos 

requerimientos nutricionales, pudiendo utilizar una gran variedad de 

compuestos como única fuente de carbono y energía (29). 

 

2.6. Enzimas 
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Las enzimas son catalizadores de naturaleza proteica que catalizan las 

reacciones químicas en los seres vivos, aumentando la velocidad de la 

reacción y sin ser consumido en su totalidad al final de la reacción (30). 

 

La sustancia sobre la que actúa la enzima se llama sustrato y este se une en 

una región concreta de la enzima, denominada centro activo el cual es formado 

por aminoácidos, los cuales al entrar en contacto con el sustrato empiezan la 

reacción para originar el desdoblamiento del sustrato formando un producto 

(31). 

 

Según la Unión Internacional de Bioquímica las enzimas se distribuyen en seis 

clases, cada una de ellas con diferentes subclases, según el tipo de reacción 

catalizada. 

● Oxidoreductasas: Realizan transferencia de electrones (iones hidruro o 

átomos de H). 

● Transferasas: Ejecutan reacciones de transferencia de grupos 

funcionales. 

● Liasas: Adicionan grupos a dobles enlaces, o formación de dobles 

enlaces por eliminación de grupos funcionales. 

● Isomerasas: Realizan transferencia de grupos dentro de la molécula 

dando formas isoméricas. 

● Ligasas: Realizan una formación de enlaces mediante reacciones de 

condensación acoplada a la rotura de ATP.  

● Hidrolasas: Estas rompen enlaces mediante reacciones de hidrólisis en 

las que el enlace es roto gracias a la incorporación de una molécula de 

agua, de tal forma que el grupo OH se incorpora a un componente y el 

H al otro componente (32). 

 

- Generalidades e importancia de enzimas bacterianas extracelulares. 



18 
 

Las enzimas son generalmente proteínas cuya función es la de catalizar 

reacciones químicas o bioquímicas con una relativamente alta especificidad 

sobre los reactantes o sustratos. 

 

El estudio de las enzimas y sus aplicaciones han aumentado 

representativamente gracias al desarrollo de la Genética y Biología Molecular, 

sin embargo, ya en el siglo pasado, patentaron una amilasa bacteriana capaz 

de eliminar el almidón de las prendas textiles. En 1979 cerca de 80 % de los 

detergentes contienen enzimas hidrolíticas; muchas enzimas microbianas se 

han aislado desde entonces para utilizarlas en la industria como amilasas, 

proteasas, lipasas, DNAsas, celulasas, isomerasas y catalasas. 

 

Las enzimas producidas por microorganismos extremófilos se destacan por su 

capacidad de actuar en rangos extremos de temperatura, pH o salinidad, lo 

cual es beneficioso en procesos industriales y proporciona nuevas 

posibilidades en los procesos biocatalíticos (33). 

 

Al estudiar las actividades enzimáticas de las bacterias halófilas, en particular,  

al relacionar la tolerancia a la sal se diferencian tres categorías enzimáticas: 

a) enzimas intracelulares o citoplasmáticas, que están expuestas a la baja 

concentración de iones y a la presencia de solutos orgánicos característicos 

del medio intracelular pero no están expuestas a concentraciones salinas del 

medio externo; b) enzimas asociadas a la membrana, en las que se incluyen 

las proteínas de transporte, expuestas a los dos medios extra e intracelular; c) 

enzimas extracelulares propiamente dichas que se encuentran con directa 

exposición a las concentraciones salinas externas (34). 

  

2.7. Tipos de enzimas 

  

- Peptidasas 
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Las enzimas proteolíticas o proteasas son enzimas que catalizan la hidrólisis 

específica de uno o varios enlaces peptídicos a diferentes grados de 

intensidad y selectividad dentro de una proteína, por lo que son también 

llamadas peptidasas. Un enlace peptídico es la unión que se realiza entre el 

grupo acido de un aminoácido con el grupo amino de otro, con la consecuente 

eliminación de una molécula de agua. Debido a la amplia aplicación que estas 

enzimas tienen en la industria, es muy importante el hallazgo de nuevas 

enzimas con características útiles para los procesos industriales. 

 

Dependiendo de la naturaleza del sitio sobre el cual actúan las proteasas se 

clasifican en: 

● Endopeptidasas: Son aquellas enzimas que hidrolizan los enlaces 

peptídicos internos de una proteína (tripsina y quimotripsina) dando 

como resultado cadenas de péptidos. 

● Exopeptidasas: Actúan sobre enlaces terminales de una proteína 

(aminopeptidasas y carboxipeptidasas), basándose en su sitio de 

acción sobre el N o el C terminal (35). 

 

Además de su importancia fisiológica, este grupo de enzimas tiene un enorme 

Interés industrial siendo ampliamente utilizado en la industria de detergentes, 

alimentos, bebidas, textil o papelera. Por otro lado, a pesar de que las 

proteasas poseen una acción muy específica, es un grupo de enzimas muy 

diverso, por lo que resulta muy atractivo para su explotación en bioprospección 

(36). 

  

- Amilasas  

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, son las enzimas 

responsables de la degradación del almidón hidrolizando los enlaces 

glucosídicos alfa-1-4.  

Las amilasas se pueden dividir en tres grupos: 
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● Alfa- amilasas: Rompen al azar los enlaces en el interior del sustrato 

(endoamilasas). 

● Beta- amilasas: Hidrolizan ordenadamente unidades de maltosa a partir 

de los extremos no reductores del sustrato (exoamilasas). 

● Glucoamilasas: Liberan unidades de glucosa a partir de los extremos 

no reductores del sustrato (37). 

 

-  Nitrogenasa 

Las nitrogenasas son enzimas utilizadas por las bacterias fijadoras de 

nitrógeno, reduce el nitrógeno (N2) para formar amonio. Las nitrogenasas son enzimas oxidorreductasas que 

catalizan reacciones de tipo óxido-reducción, específicamente la reducción de nitrógeno molecular, este es muy inerte, y por lo 

tanto difícil de hacer reaccionar debido a la fortaleza de su triple enlace (38). 

 

Entre las bacterias, la actividad de fijación de nitrógeno se encuentra 

distribuida entre Eubacterias y Arqueobacterias y entre heterótrofos y 

autótrofos. Estos organismos recuperan y reutilizan el nitrógeno soluble 

biológicamente, amoniaco, aminoácidos y nucleótidos, esto permite mantener 

el ciclo del nitrógeno en su gran totalidad (38). 

 

2.8. Actividad enzimática  

 

La actividad enzimática es la reacción específica de una enzima con un 

determinado sustrato. 

 

- Amilolítica 

El almidón es un polímero de origen natural, está compuesto principalmente 

por dos tipos de alfa glucanos, amilosa, constituida por 1.000 a 5.000 

moléculas de glucosa y amilopectina, formada por 6.000 a 20.000 unidades de 
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glucosa. Los microorganismos amilolíticos utilizan enzimas reductoras para 

producir azúcares simples. 

La hidrólisis biológica del almidón está ligada a la síntesis de enzimas 

extracelulares de tipo amilasas las cuales hidrolizan la molécula para poderla 

integrar a la célula y completar su metabolismo, entre el grupo de 

microorganismos encontrados capaces de producir amilasas se encuentran 

algunas especies de actinobacterias aisladas de suelos terrestres o 

sedimentos marinos (39).  

 

- Proteolítica 

La proteólisis es la degradación de proteínas mediante enzimas específicas 

llamadas Peptidasas. Estas actúan sobre diversos substratos naturales y 

sintéticos, como la caseína. 

La caseína es una fosfoproteína presente en la leche, asociadas al calcio 

formando así agregados que se denominan micelas de caseína. Se utiliza en 

la elaboración de productos no alimentarios: pegamentos y pinturas, cubiertas 

protectoras, plásticos. 

La hidrólisis de la caseína está ligada a la síntesis de enzimas extracelulares 

de tipo caseínas las cuales hidrolizan la molécula para poderla integrar a la 

célula y completar su metabolismo, los microorganismos son capaces de usar 

los aminoácidos de esta proteína como fuente de energía y de carbono (40). 

 

- Actividad enzimática del Ciclo del Nitrógeno 

● Fijación del Nitrógeno.  

El ciclo biogeoquímico del nitrógeno (figura 1) comienza con la transformación 

del nitrógeno (N2) en amonio (NH4
+). Este proceso es llevado a cabo 

principalmente por bacterias, y se le denomina fijación biológica del nitrógeno. 

Las bacterias capaces de oxidar el nitrógeno contienen en su genoma genes 

nif que codifican para el complejo anzimático nitrogenasa, una enzima capaz 
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de romper el triple enlace covalente del nitrógeno (33). 

Figura 1: Ciclo biogeoquímico del nitrógeno. 

 

● Nitrificación  

La nitrificación es el procedimiento en el cual el amonio (NH4
+) puede oxidarse 

a nitrato (NO3
-) mediante un proceso de dos etapas. En la primera etapa, el 

amonio (NH4
+) se oxida a nitrito (NO2

-), vía hidroxilamina (NO2OH) por la 

enzima amonio monooxigenasa (Amo). En la segunda etapa, el nitrito (NO2
-) 

formado se reduce a nitrato (NO3
-) por el nitrito oxidoreductasa.  

Este nitrato (NO3
-) puede ser reducido por la enzima nitrato reductasa 

asimilatoria (Nas) a nitrito (NO2
-), y este a su vez puede convertirse por la 

enzima nitrito reductasa (Nir) en amonio (NH4
+) y posteriormente, es asimilado 

mediante la vía glutamina sintetasa (GS)- glutamato sintasa (GOGAT) (34). 

 

● Desnitrificación 

La desnitrificación es la oxidación anaeróbica del amonio (NH4
+) en nitrógeno 

(N2) empleando nitrito (NO2
-) como aceptor de electrones. A este proceso se 

le denomina anammox (anaerobic ammonia oxidation).  
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Es la forma secuencial del nitrato (NO3
-) y/o nitrito (NO2

-) a nitrógeno molecular 

(N2), vía en la que se usan como intermediarios el óxido nítrico (NO) y óxido 

nitroso (NO2): NO3
- → NO2 → -NO → N2O → N2 

La respiración del nitrato produce ATP ya que el nitrato reductasa y el óxido 

nítrico reductasa son enzimas integrales de membrana que acoplan la 

translocación de protones a la reducción del nitrato y del óxido nítrico. No 

obstante, la desnitrificación rinde menos ATP que la respiración oxigénica, 

pero es suficiente para permitir el crecimiento de las bacterias que lo realiza 

(41). 

 

2.9. Actividad y aplicación de enzimas psicrófilas 

 

Las enzimas de bacterias psicrófilas no poseen tantos aminoácidos con varios 

enlaces iónicos (aminoácidos cargados) para mantener su estructura, pues la 

misma no es muy afectada por la temperatura en la que se desarrolla, y el 

término entrópico es lo suficientemente bajo como para que la enzima se 

permita poseer aminoácidos hidrofóbicos en su superficie (12). 

 

En el caso de las enzimas activas en frío que exhiben una débil afinidad por el 

sustrato, la magnitud de la barrera de energía se reduce y, por lo tanto, la 

actividad se incrementa. Este enlace termodinámico entre la afinidad y la 

actividad es válido para la mayoría de enzimas (extremófilas o no) bajo 

concentraciones saturantes de sustrato, este enlace parece estar implicado en 

la mejora de la actividad a bajas temperaturas en numerosas enzimas activas 

(42). 

 

La actividad termolábil de las enzimas de psicrófilas sugiere que la dinámica 

de las cadenas laterales funcionales en el sitio activo se mejora con el fin de 
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contribuir a la actividad en frío, y las adaptaciones estructurales y de tal modo 

dar mejor accesibilidad al sustrato y liberación del producto (43). 

 

Como consecuencia de sus propiedades únicas de eficiencia catalítica y 

estabilidad, las enzimas adaptadas a bajas temperaturas encuentran múltiples 

y muy variadas aplicaciones comerciales. 

 

Los detergentes constituyen la aplicación principal de las enzimas industriales. 

El mercado de proteasas, lipasas, amilasas y celulasas, enzimas usadas 

comúnmente como aditivos en detergentes, representa cerca del 40 % de las 

ventas totales. Las enzimas adaptadas al frío tienen gran potencial en el 

desarrollo de detergentes eficientes a temperatura ambiente (25). 

 

Las β-galactosidasas criofílicas representan alternativas interesantes para la 

remoción de lactosa en la leche con el fin de incrementar la digestibilidad y el 

dulzor. Pueden ser usadas durante el transporte y almacenamiento.  

 

Existen antecedentes de uso de pectinasas en los procesos de clarificación de 

jugos; lipasas en el desarrollo de sabores gracias a su alta especificidad de 

sustrato; y proteasas para incrementar la digestibilidad de alimento animal y 

ablandar carnes.  Estas enzimas pueden ser usadas adicionalmente en la 

producción de compuestos químicos de alto valor agregado, tales como 

péptidos, ácidos grasos, polisacáridos, entre otras (44). 

 

Las celulasas psicrofílicas son usadas en el tratamiento de telas de algodón 

para restaurar la suavidad y reducir la formación de pelusas, originadas a partir 

de fibrillas prominentes. Este procedimiento se denomina “biopulido”. Producto 

de su inestabilidad intrínseca, las celulasas psicrofílicas pierden su actividad 

en forma progresiva. Esto minimiza la pérdida de resistencia mecánica en los 

tejidos, inconveniente tradicional asociado al biopulido (45) 
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DISEÑO METODOLÓGICO 

 

Tipo de Investigación 

Esta investigación es de tipo cuantitativa, descriptiva. 

 

3.1. Universo, población y muestra 

 

Universo - Agua marina antártica con todos sus microorganismos bacterianos 

vivos. 

 

Población - Todo tipo de microorganismos bacterianos presentes en la 

muestra de agua marina procedente de la Antártida 

 

Muestra - Diversidad bacteriana aislada de agua marina antártica.  

 

3.2.  Hipótesis, Variables e indicadores 

 

Hipótesis 

Los aislamientos bacterianos de agua marina Antártica tienen actividad 

enzimática en condiciones extremas que pueden utilizarse en bioprospección.  

 

Variables e Indicadores 
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Tabla 1. Variables e indicadores de la investigación. 

 

Tipo de variable Indicadores 

Actividad enzimática 

Aislamientos bacterianos con actividad enzimática 

proteolítica. 

Aislamientos bacterianos con actividad enzimática 

amilolítica. 

Aislamientos bacterianos fijadores de nitrógeno. 

Aislamientos bacterianos desnitrificadoras. 

Concentración de 

NaCl 

Aislamientos bacterianos con crecimiento en 

concentración de 3 % de NaCl. 

Aislamientos bacterianos con crecimiento en 

concentración de 5 % de NaCl. 

Aislamientos bacterianos con crecimiento en 

concentración de 7 % de NaCl. 

Aislamientos bacterianos con crecimiento en 

concentración de 10 % de NaCl. 

Dilución 

 Aislamientos bacterianos en dilución 1:2 en fase de 

enriquecimiento. 

 Aislamientos bacterianos en dilución 1:4 en fase de 

enriquecimiento. 

Temperatura 

Aislamientos bacterianos a temperatura de 5 ºC. 

Aislamientos bacterianos a temperatura de 10 ºC. 

Aislamientos bacterianos a temperatura de 20 ºC. 
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3.3. Técnicas y procedimientos 

 

FASE 1. Recuperación de microorganismos bacterianos de agua marina 

Antártica. 

 

- Obtención de agua marina Antártica. 

El Programa Antártico Colombiano realizado por la Armada Nacional de 

Colombia, realizó la Expedición Almirante Padilla 2016 - 2017 donde tomaron 

diferentes muestras, varias otorgadas al grupo de investigación 

Bioprospección de la Universidad de la Sabana (GIBP) siendo el grupo 

Ceparium de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca invitado para 

trabajar la parte microbiológica. 

 

En la presente Investigación se utilizaron 30 mL de agua marina Antártica 

recolectada el 22 de enero del 2017. 

Coordenadas: -64.583S -62.257W 

Método de recolecta: Botella roseta 30 m depth. 

 

Se transportaron en tubo falcón, congeladas a - 80 ºC con nitrógeno líquido en 

nevera de icopor manteniéndose a esta temperatura hasta su ensayo. 

 

- Recuperación de bacterias cultivables procedentes de agua 

marina Antártica. 

Todos los procedimientos se realizaron en el Laboratorio del grupo Ceparium 

de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. 

 

El cultivo de microorganismos consiste en proporcionarles las condiciones 

físico-químicas y nutritivas adecuadas para que puedan multiplicarse de forma 

controlada. El aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se 
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realiza mediante la producción de colonias aisladas en cultivos sólidos. El 

crecimiento exponencial de las bacterias permite producir un gran número de 

ellas a partir de una única célula inicial de forma que, tras un periodo de 

incubación en las condiciones ambientales adecuadas, se produce una colonia 

observable a simple vista. 

 

Se elaboró caldo nutritivo adicionado extracto de levadura y peptona. En 

cuatro matraces de Erlenmeyer se dividió en partes iguales; a cada uno de 

ellos se le agregó una concentración diferente de NaCl: 3 %, 5 %, 7 % y 10 % 

para así simular las condiciones salinas del agua marina antártica (4,5 % - 6,5 

% de NaCl) (46). 

 

En tubos eppendorf tapón rosca de 1,5 mL se agregó 400 uL de caldo nutritivo 

modificado con las diferentes concentraciones de NaCl y 400 uL de la muestra 

del agua marina antártica “1:1”.  Se procedió a realizar diluciones seriadas en 

base 2, de 1:2 hasta 1:8.  

 

Teniendo en cuenta la temperatura óptima de crecimiento de las bacterias 

psicrófilas y psicrótrofas se incubaron los tubos eppendorf de cada 

concentración de sal a 5°C, 10 ºC y 20 ºC, controlando estas temperaturas con 

termómetro digital. Se observa durante quince días día a día evidencia de 

turbidez. 

 

Para evidenciar crecimiento en cada tubo, se realizó coloración de Gram,  se 

tomó una muestra de caldo nutritivo con turbidez con un asa estéril y se realizó 

el frotis en lámina fijándolo con calor; después, se tiñó durante 1 minuto con 

cristal violeta y se lavó con agua; el lugol de Gram se colocó por 1 minuto y se 

lavó de nuevo con agua, se decoloró con alcohol de Gram durante 30 

segundos y se enjugó; la fucsina de Gram (color de contraste) también fue 

colocada durante 1 minuto y se enjuagó con agua por última vez (47).  
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FASE 2. Aislamiento de microorganismos bacterianos cultivables 

procedentes de agua marina Antártica.  

 

- Preparación de Medio de cultivo. 

Se preparó agar nutritivo con las mismas condiciones del caldo nutritivo 

modificado, con las diferentes concentraciones de NaCl: 3 %, 5 %, 7 % y 10 

%. 

Las estructuras bacterianas observadas al microscopio, en la coloración de 

Gram, se sembraron en el medio de cultivo, y posteriormente se incubaron a 

las temperaturas establecidas (5 ºC, 10 ºC y 20 ºC). 

 

- Aislamiento de cepas bacterianas que lograron crecer en fase de 

recuperación. 

Durante quince días, se hizo observación macroscópica de los medios de 

cultivo, en las que se logró observar crecimiento en el momento del 

enriquecimiento. Para corroborar la pureza de la cepa aislada, cada tres días 

se realizó coloración de Gram. 

 

FASE 3. Actividad enzimática de bacterias cultivables aisladas de agua 

marina Antártica.  

 

- Actividad proteolítica. 

Para el estudio de la actividad proteolítica se utilizó agar leche, siendo la 

caseína de la leche el sustrato (proteína), cuando se mezcla la leche con el 

medio de cultivo, el medio pierde su transparencia y se vuelve turbio debido a 

que la caseína reacciona con los iones de calcio del medio y forma complejos 

moléculas insolubles de caseinato de calcio. Cuando la enzima caseinasa 

cataliza la hidrólisis de la caseína, los aminoácidos resultantes se disuelven 

en el medio y se torna de nuevo transparente alrededor de la colonia del 
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microorganismo. Este fenómeno permite detectar la degradación de la 

proteína en el medio. 

Como control positivo se utilizó la cepa ATCC 35556 Staphylococcus aureus.  

Como control negativo no se realizó siembra. 

 

- Actividad amilolítica. 

Para el estudio de la actividad amilolítica de las cepas aisladas, se utilizó agar 

almidón, siendo el almidón (polímero de glucosa) el sustrato, el lugol actúa 

como revelador mostrando un color café-púrpura que desaparece cuando el 

almidón ha sido degradado.  

Como control positivo se utilizó la cepa Bacillus megaterium ATCC 1458.1 

Como control negativo no se realizó siembra. 

 

- Fijación de nitrógeno: 

Para la fijación de nitrógeno se usó el medio de cultivo Ashby Manitol Agar, 

usando la asparagina como fuente de nitrógeno. Organismos que poseen la 

enzima nitrogenasa, convierten el nitrógeno en formas de amina y/o amonio 

para su aprovechamiento. 

Se utiliza manitol como fuente de carbono y nitrógeno atmosférico como fuente 

de nitrógeno. El fosfato dipotásico proporciona amortiguación al medio. Varios 

iones esenciales necesarios para promover el crecimiento de los 

microorganismos también están disponibles en el medio. 

Como control positivo se utilizó la cepa Klebsiella pneumoniae. 

Como control negativo no se realizó siembra. 

 

- Desnitrificación 

Para las bacterias desnitrificadoras se usó el medio de cultivo Asparagine 

Nitrate Medium. La transformación del nitrógeno en el suelo da como resultado 

la pérdida de nitrógeno molecular. La conversión de nitrato y nitrito en 

nitrógeno molecular u óxido nitroso a través de procesos microbianos se 
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conoce como desnitrificación (48). La asparagina es fuente de nitrógeno 

orgánico y está disponible para la energía microbiana y el crecimiento, 

mientras que las sales en el medio ayudan al crecimiento de microorganismos. 

 

Los aislamientos obtenidos, serán conservados de acuerdo con el protocolo 

descrito por Sánchez L. y Corrales L. (49) (50). 
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3. RESULTADOS 

 

4.1. Aislamiento de microorganismos bacterianos cultivables 

procedentes de agua marina Antártica. 

 

A los quince días de observación diaria, e incubación, se aislaron dieciocho 

cepas bacterianas en medio nutritivo modificado: trece a 20 ºC, cuatro a 5 ºC 

y una a 10 ºC, de tal modo, las trece que crecieron a 20 °C se clasifican como 

bacterias psicrótrofas y las otras cinco que crecieron a 10 °C y 5 °C, se 

denominan psicrófilas.  

 

Diez cepas de las dieciocho aisladas, fueron clasificadas dentro de las 

bacterias halófilas moderadas por tener un crecimiento óptimo entre 6 % y 10 

% de NaCl, y ocho cepas como bacterias halófilas leves por tener un 

crecimiento óptimo < 6 %, en este caso, 3 % de NaCl.  

 

Según observación morfológica en tinción de Gram, ocho corresponden a 

cocobacilos Gram negativos, siete son bacilos Gram negativos y los 3 

restantes cocos Gram positivos; siendo así quince Gram negativos y tres Gram 

positivos.  

 

Tabla 2. Características de crecimiento de los dieciocho aislamientos 

bacterianos. 

Cepa 

No. 
Temperatura Dilución NaCl Tinción Gram 

1 5 ºC 1:2 3 % 
Cocobacilos Gram 

negativos 

2 5 ºC 1:4 5 % 
Bacilos Gram 

negativos 
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3 5 ºC 1:2 3 % 
Bacilos Gram 

negativos 

4 10 ºC 1:2 3 % 
Cocos Gram 

positivos 

5 5 ºC 1:2 3 % 
Cocobacilos Gram 

negativos 

6 20 ºC 1:2 3 % 
Cocobacilos Gram 

negativos 

7 20 ºC 1:2 7 % 
Bacilos Gram 

negativos 

8 20 ºC 1:2 10 % 
Cocobacilos Gram 

negativos 

9 20 ºC 1:2 5 % 
Bacilos Gram 

negativos 

10 20 ºC 1:2 5 % 
Cocobacilos Gram 

negativos 

11 20 ºC 1:2 10 % 
Cocobacilos Gram 

negativos 

12 20 ºC 1:2 7 % 
Cocos Gram 

positivos 

13 20 ºC 1:4 3 % 
Bacilos Gram 

negativos 

14 20 ºC 1:2 3 % 
Cocobacilos Gram 

negativos 

15 20 ºC 1:4 3 % 
Cocobacilos Gram 

negativos 

16 20 ºC 1:2 7 % 
Cocos Gram 

positivos 
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17 20 ºC 1:2 5 % 
Bacilos largos Gram 

negativos 

18 20 ºC 1:2 5 % 
Bacilos largos Gram 

negativos 

 

4.2. Actividad enzimática de bacterias cultivables aisladas de agua 

marina Antártica.  

 

De igual forma que en la fase de aislamiento, se incubaron en la temperatura 

correspondiente: 5 °C, 10 °C y 20 °C en la que cada cepa obtuvo un 

crecimiento óptimo; a los quince días de observación diaria se procedió a 

observar su actividad enzimática teniendo en cuenta si en el medio sembrado 

se requería o no de un revelador de la reacción enzimática. 

De las dieciocho cepas analizadas, once producen la enzima amilasa, cuatro 

aislamientos bacterianos son desnitrificadores y producen la enzima 

nitrogenasa, y, ninguna produce la enzima proteasa. A continuación, se 

presentan en las Tablas 3 hasta la 20 los resultados por dilución. 
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Tabla 3. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 1 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 4. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 2 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 5. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 3 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 6. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 4 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 7. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 5 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 8. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 6 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 9. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 7 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 10. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 8 aislada de agua marina antártica. 

 

 
 
 



43 
 

Tabla 11. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 9 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 12. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 10 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 13. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 11 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 14. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 12 aislada de agua marina antártica. 

 

 
 
 



47 
 

Tabla 15. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 13 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 16. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 14 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 17. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 15 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 18. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 16 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 19. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 17 aislada de agua marina antártica. 
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Tabla 20. Características de crecimiento óptimo y actividad enzimática de la cepa 18 aislada de agua marina antártica. 
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La figura 2, muestra la cantidad de aislamientos bacterianos según actividad 

enzimática; 61,1 % son bacterias amilolíticas, 22,2 % son bacterias 

desnitrificadoras y fijadoras de nitrógeno y 0 % bacterias proteolíticas. 
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La figura 3, muestra la cantidad aislamientos bacterianos según su 

capacidad de crecer a concentraciones diferentes de NaCl. 28,4 % de las 

bacterias son halófilas moderadas (6 % - 15 %) y el 72,1 % halófilas leves 

(<6 %) (28). 
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La figura 4, muestra la cantidad de aislamientos bacterianos según la dilución 

realizada para su óptimo aislamiento, así el 83,3 % de las baterías aisladas 

fueron de una dilución de 1:2 y el 16,6 % de una dilución de 1:4. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

La figura 5, muestra la cantidad de aislamientos bacterianos según 

temperatura de incubación a las que fueron sometidas en todo el proceso, 

dando como resultado poder clasificarlas en dos tipos: El 72,2 % de las 

bacterias son psicrótrofas (crecimiento óptimo de 20 °C a 25 °C) (48) y el 27,7 

% son psicrófilas (>4 ºC – 20 ºC) (51). 
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La figura 6, muestra la cantidad de aislamientos bacterianos morfología 

descrita a través de la tinción de Gram, demostrando que la mayoría de las 

bacterias aisladas de agua marina Antártica con un 83,2 % son Gram 

negativas y el 16,6 % Gram negativas. 
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5.  DISCUSIÓN 

 

“La bioprospección relacionada con biodiversidad, se podría definir como la 

búsqueda sistemática de genes, componentes naturales y organismos 

completos, de la naturaleza, buscando darles un potencial para el desarrollo 

de productos” (27). De forma abreviada, bioprospección se puede definir como 

la explotación de la biodiversidad con el fin de otorgar valor comercial a los 

recursos genéticos y bioquímicos (52). La bioprospección genera productos 

que tienen relación con industrias como la farmacéutica, la biotecnológica, la 

de agro insumos; entre otras (53). En las últimas décadas la bioprospección 

ha cobrado gran importancia, debido a que los países buscan conservar su 

biodiversidad y compartir los beneficios que esta ofrece (54).  

 

Las temperaturas a las que se realizó la evaluación de la actividad enzimática 

fueron de 5 °C, 10 °C y 20 °C, ninguna siendo la adecuada para la producción 

de proteasas, ya que estas tienen un crecimiento óptimo a temperaturas de 20 

°C a 30 °C y mantenerse a 35 °C, siendo la posible causal de que ninguna 

cepa aislada presentara dicha enzima, en cambio, en el estudio “Isolation and 

Characterization of Psychrotrophic Antarctic Bacteria from Blue-green Algal 

Mats and Their Hydrolytic Enzymes” realizado por Lokendra S. y Venkata K en 

1998 (7), colectaron bacterias psicrófilas de la Antártida, productoras de 

enzimas proteolíticas, amilolíticas y lipolíticas; en los resultados obtenidos las 

cepas bacterianas aisladas tienen actividad amilolítica, pero no concuerda con 

la actividad proteolítica aun así utilizando el mismo medio, agar leche, ya que 

necesitan una temperatura más alta. 

 

En el presente trabajo, donde se evaluó la actividad proteolítica en las cepas 

bacterianas aisladas del agua marina antártica, se utilizó la caseína de la leche 

como sustrato en una concentración aproximada de 0,2 %, siendo 

notablemente diferente el porcentaje del sustrato de la investigación 
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“Proteasas extracelulares producidas por bacterias marinas aisladas de aguas 

contaminadas con efluentes pesqueros” hecha por peruanos (55), donde 

utilizaron agar marino suplementado con caseína 1 %, incubadas a 25 °C 

hasta por 5 días, las cuales presentaron marcada actividad. Posible razón por 

la que no se pudo evaluar la actividad proteolítica, ya que el porcentaje de 

caseina fue muy bajo. 

 

El mayor porcentaje obtenido de actividad enzimática en las cepas bacterianas 

aisladas, fue la amilolítica con el 61,1 % de las bacterias, en comparación con 

la investigación “Estudio polifásico de bacterias psicrófilas colectadas en la isla 

Greenwich, Bahía Chile (Continente Antártico)” de Villalta J. (19) que fue del 

25 %. Esto podría deberse a que las cepas aisladas en ambos trabajos son 

diferentes, aunque las temperaturas para producción de la enzima amilasa son 

similares, se usaron diferentes rangos, de 4 °C – 33 °C y en el presente trabajo 

entre 5 °C – 20 °C. 

 

Cuatro de las dieciocho cepas bacterianas aisladas muestran actividad 

desnitrificadora; para saber si tienen o no un proceso incompleto se requiere 

a futuro realizar estudios complementarios y así saber si contribuirían a 

emisión de gases invernaderos.  Las bacterias que son capaces de realizar la 

desnitrificación completa, son escasas, ya que no todas las bacterias poseen 

todas las enzimas, por ejemplo, las bacterias que cuenten con la enzima óxido 

nitroso reductasa origina la formación de N2O, un potente gas invernadero. 

Resulta ser una paradoja, ya que, la desnitrificación es el único proceso 

biológico conocido capaz de disminuir el exceso de nitratos que contaminan el 

medio ambiente (56).  

 

Los microorganismos denominados psicrófilos se caracterizan así por tener 

una temperatura óptima de crecimiento de 15 °C o inferior y presentan una 

temperatura máxima de crecimiento por debajo de 20 °C (57). En 
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comparación, los microorganismos psicrótrofos tienen un rango de 

temperatura de crecimiento más amplio, con un límite de 40 °C, pero la 

temperatura óptima para su crecimiento está entre 20 °C a 25 °C siendo este 

grupo considerable por su potencial enzimático (58). 

 

Esto permite inferir que las cepas bacterianas aisladas que crecieron a una 

temperatura de 20 °C, que fueron el 72,2 %, podrían ser tanto psicrófilas como 

psicrótrofas. Mantener una temperatura estable fue difícil ya que se utilizó la 

temperatura ambiente, donde unos días puede subir y otros bajar un poco los 

grados centígrados. Por lo tanto, estas bacterias pudieron estar sometidas 

hasta a 25 °C por lo que se podrían considerar psicrótrofas.  

 

De acuerdo a la definición de Kushner, los tipos de microorganismos halófilos 

son: halófilos débiles con crecimiento óptimo cerca del 3 % de NaCl, halófilos 

moderados se encuentra en un rango del 6 % al 15 % de NaCl, y halófilos 

extremos, que presentan un crecimiento óptimo al 25 % de NaCl (28). 

 

Los aislamientos bacterianos en el presente estudio se sometieron a unas 

concentraciones de 3 %, 5 %, 7 % y 10 % de NaCl; no se sometieron las cepas 

aisladas a mayores porcentajes de NaCl porque uno de los objetivos era poder 

recuperar diversidad bacteriana en condiciones de salinidad propicias al 

ecosistema de origen lo cual es hasta 6,5 % de NaCl. Aun así, se decidió 

trabajar con 10 % de NaCl para observar su máxima capacidad halotolerante. 

Dos de las dieciocho cepas crecieron en esta concentración, considerándose 

como halófilas moderadas. Pérez Davo en 2014 en su investigación 

“Microorganismos halófilos en ambientes salinos de Andalucía: estudio 

taxonómico numérico y molecular”, sometió desde 0 % hasta 30 % de salinidad 

los microorganismos estudiados observando crecimiento desde halófilas 

débiles, hasta halófilas extremas, además, en las concentraciones más 

elevadas se generan pequeños cristales de sal (59), los mismos cristales 
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observados en los medios con 10 % de NaCl en el presente estudio, debido a 

que con el tiempo el medio se va secando y quedan tales formas cristalinas. 

 

En la Universidad Técnica de Ambato, Ecuador, se estudiaron bacterias 

Antárticas aisladas a temperaturas de 26 °C, 37 °C y 50 °C en agar nutritivo 

con adición de 1 %, 5 % y 10 % de NaCl, dentro de los resultados obtenidos, 

veinte de las treinta y cinco bacterias aisladas crecieron a 5 % de NaCl, doce 

a 1% y una a 10 % (51). Aunque en ambos estudios se utilizaron diferentes 

rangos de temperatura para la incubación, los resultados obtenidos en la 

presente investigación, son similares con respecto a la salinidad. La mayoría 

de las cepas crecieron entre los rangos 3 % y 5 % de NaCl, siendo las 

concentraciones más cercanas a las del agua marina, clasificadas dentro de 

las halófilas leves. 

 

El promedio de crecimiento de las bacterias aisladas fue de 15 días, es una 

característica de las bacterias psicrótrofas, caracterizadas por su crecimiento 

lento, en el estudio llamado “Microbial communities associated with Antarctic 

snow pack and their biogeochemical implications”, realizado por Antonya R., 

et. al. (60), en el cual incubaron los aislamientos de microorganismos a 4 °C y 

20 °C y observaron crecimiento dentro de los 2 - 30 días de incubación en los 

medios líquidos y en medios de agar aparecieron colonias dentro de 3 - 8 días 

de incubación. En ambas investigaciones, se utilizaron las mismas 

temperaturas de incubación.  

 

Según la investigación taxonómica realizado por B Elena et. al., denominada 

“Estudio taxonómico y ecológico de las bacterias marinas de la Antártida” (61), 

los resultados mostraron que casi todas las bacterias estudiadas eran Gram 

negativas (96,6 %), lo que es un patrón típico de los ecosistemas marinos fríos, 

y solo dos microorganismos eran Gram positivos. Estos últimos son 

competidores pobres por los nutrientes en ecosistemas marinos fríos y se 
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desarrollan, preferiblemente, en hábitat donde existe una alta concentración 

de materia orgánica como por ejemplo en los sedimentos marinos, como se 

demuestra en los datos de investigación en el proyecto llamado 

“Determinación preliminar de producción de compuestos bioactivos de 

actinomicetos y bacterias aislados de ecosistemas glaciares andinos y 

antárticos”, donde 32 de las 33 bacterias aisladas de sedimento de suelo 

marino corresponden a Gram positivos (62). En la presente investigación, 83,3 

% de las cepas bacterianas aisladas son Gram negativas al igual que las 

aisladas en la referencia citada, ya que son típicas provenientes de ecosistema 

marino frío y por eso mismo, sólo el 16,6 % de las bacterias son Gram 

positivas. 

 

Los aislamientos bacterianos no. 1 y 5 tienen los mismos resultados en las 

variables estudiadas y la misma caracterización macroscópica, lo que indicaría 

que podría ser la misma cepa. El paso que queda por realizar en este estudio 

es hacer una identificación genómica para confirmar esta hipótesis.  

 

La riqueza para Bioprospección cuando se busca la actividad enzimática, es, 

por ejemplo, el caso de las haloenzimas extra e intracelulares que se han 

aislado y caracterizado hasta el momento, porque ellas provienen de bacterias 

halófilas leves. Por otra parte, se han descrito varias hidrolasas de interés 

industrial del tipo de las amilasas, proteasas y nucleasas (63). Algunas de las 

enzimas con actividad enzimática amilolítica y proteolítica que posiblemente 

fueron producidas al crecer las bacterias en los medios específicos utilizados 

en el presente trabajo, podrían ser utilizadas en Bioprospección como enzimas 

para detergentes de lavadoras, síntesis de ácidos grasos, biosensores, 

formulación de componentes farmacéuticos. Las bacterias que crecieron en 

los medios de cultivo específicos para fijación de nitrógeno y desnitrificación 

pueden ser utilizadas en la industria agraria (64).  
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Las bacterias que demostraron desnitrificación, pueden ser usadas en 

biorremediación de aguas residuales, como lo demostró la investigación 

realizada en el 2017, “Application and microbial ecology of psychrotrophs in 

domestic wastewater treatment at low temperature” hecho por Zhenzhen Xu, 

et. al. (14) en la que las bacterias psicrófilas estudiadas tuvieron un 

rendimiento en el tratamiento de aguas residuales domésticas a una 

temperatura constante de 4 °C, así como las podría tener las cepas 

bacterianas aisladas de agua marina Antártica. 
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6.  CONCLUSIONES 
 
 

● La concentración de 5 % de NaCl e incubación de 20 °C, fueron las 

condiciones más adecuadas para lograr un apropiado crecimiento, sin 

embargo, para determinar la capacidad enzimática, la temperatura se 

debe aumentar hasta 30 °C. 

 

● Los aislamientos bacterianos no son exigentes nutricionalmente, son de 

crecimiento lento y en su mayoría Gram negativas, características 

típicas de bacterias procedentes de ecosistemas marinos fríos. 

 

● El análisis de la actividad enzimática de los aislamientos bacterianos, 

se realizó eficazmente en los diferentes medios de cultivo utilizados, a 

excepción de la actividad proteolítica en donde se usó un porcentaje 

muy bajo de caseína y temperatura de incubación. 

 

● La técnica de congelación utilizada para la conservación bacteriana, 

permite que los aislamientos al ser descongelados puedan ser 

utilizados para Bioprospección, ya que estas no sufren cambios 

fenotípicos. 

 

● A futuro, se recomienda evaluar la actividad de otras enzimáticas 

características de las bacterias psicrófilas y psicrótrofas y hacer 

escalamientos para obtener biomasa que pueda ser utilizada en 

bioprospección. 
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