


 

 

Son principalmente extracelulares y pueden permanecer activas durante largos períodos de 
tiempo por estar protegidas contra la degradación al interactuar con otras partículas reactivas 
o a través de su atrapamiento en moléculas húmicas. Por esta razón, se elige en el presente 
trabajo comenzar el desarrollo de perfiles enzimáticos de lodos del relleno sanitario con la 
medición de la actividad proteasa. Debido a la falta de estudios relacionados con la extracción 
de proteínas y la medición de actividades enzimáticas en lixiviados, validamos varios métodos 
de extracción de proteínas previamente empleados en diferentes estudios de suelo y los 
adaptamos para muestras de lixiviados. 
 

OBJETIVOS 

� Obtener extractos proteicos que conserven su actividad enzimática a partir de un 
efluente complejo. 

� Desarrollar técnicas analíticas que permitan identificar y cuantificar actividades 
enzimáticas de interés en los extractos para aplicaciones en biorremediación. 
 

METODOLOGÍA 

Extracción proteica. Se analizaron múltiples protocolos de extracción de proteínas entre los 
cuales se destacaron los propuestos por Masciandaro (2007), Chen (2009), Kondratiuk 
(2015), Margenota (2018), a partir de los cuales se diseñaron nuevos protocolos con 
variabilidad en diferentes parámetros.  

Los procedimientos consistieron en agregar el buffer de extracción seleccionado (A) a una 
cantidad definida de lodo para alcanzar una dilución (B), seguido de agitación magnética 
durante 60 minutos a 25°C. Algunas de las muestras fueron sometidas a sonicación utilizando 
un sonicador de sonda continua (C). Luego, las muestras se centrifugaron a 10000xg durante 

10 minutos a 4ºC y se filtraron mediante una membrana de 0,45 ✞m (D). Las proteínas se 
precipitaron con sulfato de amonio (E), y se centrifugaron para recuperar las proteínas 
precipitadas, las cuales se disolvieron y desalaron posteriormente con una columna de 
exclusión molecular PD-10 Sephadex G-25 (F).  

Se probaron las siguientes condiciones y buffers: Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 50 
mM pH 8,1; pirofosfato de sodio pH 7 100 mM; TRIS 50 mM con 7 mg mL-1 de Tritón X-100 y 
[con y sin la adición de 1:4 de 1M CaCl2, 14 mg mL-1  de albúmina sérica bovina (BSA) o 5 mM 
de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA)]. Los dos últimos tampones también se probaron 
con la adición de 10% m/m de polivinilpirrolidona (PVPP). Se probaron condiciones en 
presencia y ausencia de sonicación, precipitación y/o desalinización. Después de la 
desalinización, se llevó a cabo un cambio de tampón a un buffer de fosfato sódico pH 7 25 
mM. 

Luego de la obtención de los diferentes extractos, se sometieron a pruebas para la 
cuantificación de proteínas y la actividad de las proteasas, como se resume a continuación: 

Cuantificación de proteínas. Con el objetivo de determinar cuál es la actividad específica 
del lodo se debe encontrar una técnica que permita determinar la cantidad de proteína soluble 

presente en la misma, para lo que se utiliza el método de Bradford (1976) modificado: 100✞L 
de muestra se hacen reaccionar con 2,5mL de reactivo de Bradford y se realiza una medición 
de la absorbancia a 595nm. Se realiza una curva de calibrado con una solución de albúmina 
sérica bovina (BSA) en agua destilada de concentración 1000✞g/mL. 

Actividad de enzima proteasa. En primer lugar, se realiza una reacción enzimática adaptada 

de propuestas de Landi (2011) en tubos eppendorf de 2mL, haciendo reaccionar 500✞L de 
muestra con 500✞L de caseína 2% m/v (preparada en buffer TRIS 50mM y llevada a pH 8,1 



 

 

por 25 minutos a 40°C. La reacción se corta con 500 ✞L de una solución stopper ácido tricloro 
acético (TCA) 0,92M por 10 minutos a 4°C. Posteriormente se centrifuga a 10.000rpm por 10 
minutos a 4°C para precipitar excedentes de caseína y otros compuestos. Se mide luego la 
L- Tirosina (L-Tyr) liberada a partir de la caseína en la digestión enzimática con la reacción 
colorimétrica de FC (Waterborg 2002) según el protocolo adaptado de Aspevik (2015) por 
espectrofotometría a 760nm. Para la cuantificación se realiza una curva de calibrado propia 
de L-Tyr a la cual se realiza el mismo tratamiento que a las muestras. 

Por último, a modo de efectuar controles positivos para evidenciar si la actividad proteasa era 
relevante en otras matrices complejas de alta actividad biológica, se realizó uno de los 
protocolos de extracción proteico con mejores resultados en tres muestras: un compost de 
marca comercial avejentado (huertero), un suelo fitorremediado y posteriormente esterilizado 
(fitorrem 1) y un compost de alta actividad recién producido (compost 1).  

 

RESULTADOS 

Se produjeron y midieron más de cuarenta extractos, de los cuales cuatro mostraron una 
actividad considerable de proteasa y una mayor extracción de proteínas. Los datos de los 
extractos se enumeran a continuación (Tabla 1): 

Tabla 1. Datos de cuantificación proteica y actividad enzimática de los extractos más relevantes  

 
Buffer de 

Extracción 
g proteína/g 

lodo 
g Tyr/g lodo 

g Tyr/ g 
proteína 

E.19 Tris T100X 142 +/- 8,8 38.8 +/- 58,8 0,273239437 

E. 24 
Tris T100X EDTA 

PVPP 
69 +/- 13,1 54.4 +/- 75,6 0,788405797 

E. 28 Tris T100X 
729 +/- 3 

 
239.9 +/- 6,2 0,329080933 

E. 29 Tris T100X EDTA 596 +/- 11,2 151.41 +/- 84,5 0,254043624 

 

Los extractos seleccionados parecen alcanzar una sensibilidad aceptable para estimar la 
actividad de las proteasas de esta muestra de lodo dada. A continuación (Tabla 2), se 
muestran los resultados para los suelos provenientes de diferentes fuentes que fueron 
analizados con el mismo protocolo de extracción que el extracto 19 (E. 19). 

Tabla 2. Datos de cuantificación proteica y actividad enzimática de suelos alternativos.  

 
Buffer de 

Extracción 
g proteína/g 

muestra 
g Tyr/g 

muestra 
g Tyr/ g 

proteína 

Huertero Tris T100X 80,5 +/- 4,7 0 0 

Fitorrem 1 Tris T100X 21,3 +/- 0 0 0 

Compost 1 Tris T100X 
3620 +/- 90 

 
1999,2 +/- 46,6 0,55 

 

Se puede observar que el suelo más nuevo y no esterilizado, en el que se esperaba mayor 
actividad biológica, se evidencia una extracción proteica y actividad proteasa mayor. 



 

 

 

CONCLUSIONES 

La obtención de un protocolo efectivo para la extracción de enzimas proteasas podría ser el 
inicio de un análisis que nos lleve a la caracterización tanto de lixiviados como de múltiples 
lodos biorremediados disponibles en nuestro laboratorio, con el fin de diseñar una base de 
datos que nos permita relacionar perfiles enzimáticos con diferentes estados del tratamiento 
de descontaminación de un suelo.  Para lograr lo mencionado, esperamos poder adaptar los 
mejores protocolos para la extracción de otras enzimas responsables de la degradación de 
compuestos recalcitrantes tales como lacasas, oxidasa, deshidrogenasas, etc. Por otro lado, 
se pudo evidenciar que suelos con alta actividad biológica presentan alta cantidad de 
proteínas y alta actividad proteasa. Poder conocer la estructura enzimática de este lixiviado 
de relleno sanitario podría permitir estimularlo adecuadamente y realizar un ensayo potencial 
de remediación enzimática. Por último, se considera que el análisis enzimático del lodo podría 
llevar a la caracterización u obtención de enzimas novedosas y altamente resistentes a 
condiciones extremas de interés ambiental o industrial. 
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