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GLOSARIO DE TERMINOS

Acido desoxirribonucleico (ADN): Un acido nucleico de doble cadena,

compuesto de adenina, guanina, citosina, timina, desoxirribosa y fosfato.

Acido ribonucleico (ARN): Un &cido nucleico de una sola cadena,

compuesto de adenina, guanina, citosina, uracilo, ribosa y fosfato.

Acido ribonucleico mensajero (ARNm): Un é&cido ribonucleico que se

transcribe a partir de la matriz de ADN.

Acido ribonucleico ribosomal (ARNr): Un &cido ribonucleico que

participa en la formacion de los ribosomas.

Bacterias termofilas: Las bacterias termdfilas son aquellas que se
desarrollan a temperaturas superiores a 45°C, pudiendo superar incluso

los 100°C (hipertermdfilos).

Biomasa: Cantidad de materia producida o existente en un ser vivo y
gue se encuentra en forma de proteinas, carbohidratos, lipidos y otros
compuestos organicos. Normalmente se mide en peso seco (una vez
gue se ha sometido a desecacién a temperaturas moderadas). La
biomasa se puede utilizar como materia prima renovable y como energia

material.



10.

11.

Celobiosa: Un disacarido formado por dos glucosas unidas por el grupo
hidroxilo del carbono 1 en posiciéon beta de una glucosa y del grupo
hidroxilo del carbono 4 de la otra glucosa. Por ello este compuesto
también se llama beta - D -glucopiranosil (1 - 4) beta - D - glucopiranosa.
La celobiosa aparece en la hidrdlisis de la celulosa.

Celodextrina: Polimeros de glucosa de diversos tamafios (dos o mas
mondémeros de glucosa), producto de la hidrolisis incompleta de la

celulosa insoluble.

E — value: Representa el nimero de hits con el mismo o similar score

gue se puede esperar de encontrar al azar.

Enzima termoestable: Proteina capaz de resistir altas temperaturas que
podrian rapidamente desnaturalizar la mayoria de proteinas de
mesofilos. Por lo general, estas enzimas tienen que ser extraidas de

bacterias que viven en condiciones de calor extremo.

Hit: Secuencia de nucledtidos de ADN, ARN o proteinas, previamente
caracterizada, presente en una determinada base de datos de un

programa informatico.



12.

13.

14.

15.

Match: Homologia de la secuencia problema de nucleétidos (query) con
la secuencia previamente caracterizada en la base de datos (hit), siendo

los nucle6tidos que coinciden en el alineamiento.

Query: Secuencia problema de nucleodtidos de ADN, ARN o proteinas, la
cual va a ser alineada con otras secuencias en una base de datos

determinada como por ejemplo BLAST.

Sustrato: En quimica, un sustrato es una especie quimica que se
considera, de forma explicita, objeto de la accion de otros reactivos. Por
ejemplo, un compuesto cuya transformacién esta afectada por un

catalizador.

Tapetes microbianos: También llamados mats, son capas de células
microbianas asociadas a la superficie, impregnadas de sustancia
polimérica extracelular, se encuentran cubriendo sedimentos. A
diferencia de las biopeliculas, que van desde unas pocas capas de
células a un maximo de unos pocos milimetros de espesor, los mats
microbianos varian desde mas de 1 mm a varios centimetros de

espesor.



RESUMEN

Se realizé el aislamiento de 31 cultivos bacterianos a partir de las
aguas termales de Calientes, seleccionandose los cultivos que presentaron
diametros significativos de las zonas de hidrdlisis y la mayor actividad de
endoglucanasas en cultivo sumergido, inducidas con CMC 1 %. Las cepas
seleccionadas B12N y B20A tienen una actividad maxima de
endoglucanasas termoestables, con interés industrial, de 0,56 Ul ml* a
67,5°CyunpH5,9y 0,27 Ul ml™ a 59,5 °Cy un pH 6,4 respectivamente; la
cepa B12N presenta la mayor pureza enzimatica con 18,66 Ul mg™’ de
proteina. Ademas se presentdé una similitud con el gen ARNr 16S de
Geobacillus sp. al 99 % y con el de Bacillus licheniformis al 97 % para la

cepa B12N y B20A respectivamente tras el secuenciamiento.



I. INTRODUCCION

La importancia del estudio de la diversidad microbiana radica en la
participacion activa sobre ciclos biogeoquimicos, gracias a la cual se
recuperan y reciclan materia y energia por medio de enzimas y
complejos enzimaticos especificos que poseen dichos
microorganismos, entre ellos se encuentran los microorganismos
celuloliticos en el reciclaje de la celulosa (Hongpattarakere, 2002), la
cual es una de las moléculas poliméricas mas abundantes en la
biésfera (Martinez et al., 2005; Pérez et al.,, 2002; Hernandez et al.,
1999).

Las celulasas han atraido mucho interés debido a la diversidad de
su aplicacion en las distintas industrias, como en la industria textil, en la
industria de los detergentes, en la industria alimenticia y en la industria
energética con la elaboracion de biocombustibles de segunda
generacion a partir de materiales lignoceluldsicos, los cuales tienen
ventajas en su uso, segun Lynd et al. (2002), en la elevada
disponibilidad, por ser la fuente de energia renovable mas abundante

de la tierra, bajo costo y su uso acorde con el cuidado ambiental.

Por otro lado, la demanda energética ha potenciado las
investigaciones para obtener biocombustibles a partir de materiales

lignoceluldsicos, proceso en el cual es necesaria la liberacion vy



conversion de la celulosa a glucosa, la cual finalmente por procesos
biolégicos se transformard en etanol. Esta conversion puede ser
mediada por celulasas de diversas fuentes, entre ellas, las de origen
bacteriano (Viviano et al., 2011; Maki et al.,, 2011; Limayem et al.,
2012).

Se tiene una amplia lista de reportes sobre bacterias celuloliticas
termofilas en la literatura, pero la utilizacion de la celulosa requiere que
los microorganismos tengan celulasas extracelulares que sean

facilmente recuperables del sobrenadante del cultivo (Lynd et al., 2002).



1.1 Planteamiento del problema

Las celulasas se pueden obtener de una gran variedad de
microorganismos, pero a pesar de contar con una amplia gama de
microorganismos celuloliticos, sus actividades hidroliticas son afectadas
por una serie de factores fisicos y quimicos que limitan su aplicacion a
nivel industrial. Por ello, existe la necesidad de aislar y caracterizar
cepas con mejores rendimientos en la cantidad de enzimas liberadas al
medio extracelular y que mantengan la calidad intrinseca de dichas
enzimas, ademas que expresen una elevada estabilidad de su actividad
a pH extremos, solventes organicos, detergentes idnicos vy
principalmente la de mantener sus actividades enzimaticas a elevadas
temperaturas de reaccion. Por esta razén, los microorganismos
termofilos han sido sugeridos como fuentes alternativas de celulasas
por la termoestabilidad de sus enzimas, propiedad ventajosa en

aplicaciones industriales (Zeikus et al., 1981).

Generar informacion basica sobre los microorganismos
celuloliticos termdfilos es de importancia para posteriores
investigaciones como la obtencion de factorias celulares para la
produccion de etanol, ya que el proceso de conversion de biomasa

lignocelulolitica en biocombustible es bastante promisorio.

Una de las fuentes de diversidad microbiana terméfila son los
manantiales termales, donde se observa una cierta relacidon entre

algunos microorganismos y las aguas con caracteristicas fisicoquimicas



1.2

mas extremas de pH, temperatura, salinidad y radiactividad (De la Rosa
& Mosso, 2000). El Pert posee una diversidad de habitats, dentro de
las cuales estan las fuentes termales que alin no han sido
suficientemente exploradas en cuanto a microflora celulolitica. Por lo
tanto es necesario explorar la microflora celulolitica de algunas fuentes
termales de Calientes, de la provincia de Candarave, departamento de
Tacha; entonces se plantea la siguiente interrogante: ¢EXxisten
bacterias termofilas con actividad de celulasas en las fuentes

termales de Calientes, Candarave - Tacha?

Hipotesis

De acuerdo al problema planteado, se presentd a continuacion la

siguiente hipotesis:

Existen bacterias termofilas aerobias con actividad celulolitica en
las fuentes termales de Calientes, las cuales pueden pertenecer a los
géneros Bacillus, Geobacillus, Streptomyces, Thermomonospora,
Brevibacillus, = Thermobifida,  Acidothermus, = Rhodothermus vy

Caldibacillus.



1.3 Justificacién

Siendo consideradas las bacterias celuloliticas termofilas
prometedoras en la degradacion de celulosa, es de gran importancia la
seleccion de estos microorganismos con una eficiente actividad
celulolitica para obtener sustancias biologicamente activas con interés
biotecnolégico e industrial; ya que aunque se han aislado una gran
variedad de bacterias y hongos capaces de utilizar la celulosa, no todos
pueden producir altos niveles de enzimas extracelulares que permitan

degradar "in vitro" la celulosa insoluble.

La busqueda de microorganismos extremofilos con capacidades
enzimaticas especificas permitira, tal como indican Rees et al. (2003)
encontrar genes con potencial industrial, los cuales son usualmente
clonados a un hospedero convencional con el fin de maximizar la
produccién enzimatica bajo condiciones de crecimiento menos

costosas.

Actualmente en estudios de identificacion taxonomica de bacterias
se recomienda para una identificacion precisa, utilizar criterios
genotipicos asi como los resultados de los andlisis de comparacion de
la secuencia del gen ARNr 16S. De esta manera con la identificacion de
microorganismos con utilidad econdmica, se proveerd a las fuentes
termales de Calientes, de la provincia de Candarave, departamento de

Tacna, un valor econdmico en términos de riqueza genética.



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

° Aislar e identificar molecularmente las bacterias
celuloliticas termoéfilas de las fuentes termales de Calientes,
Candarave - Tacna.

1.4.2 Objetivos especificos

o Evaluar la actividad de celulasas de las bacterias
termofilas aisladas y seleccionar las que presenten mayor
actividad celulolitica.

o Determinar y optimizar la actividad enziméatica termofila de

la enzima celulasa de las bacterias seleccionadas.

. Identificar molecularmente las bacterias celuloliticas

termofilas seleccionadas para su identificacion taxondmica.



1.5 Marco Tebrico

La lignocelulosa compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina;
es el principal y mas abundante componente de la biomasa producida
por la fotosintesis, anualmente se forman 200 000 millones de
toneladas en el mundo (Ragauskas et al., 2006). En las plantas el
contenido de celulosa depende del grupo taxondémico al que
pertenezcan y oscila entre 35 y 50 % y la hemicelulosa y la lignina
comprenden del 20 al 35 % y del 5 al 30 % en peso seco,

respectivamente (Peters, 2006).

1.5.1 Celulosa

La celulosa representa el principal componente de
polisacaridos de la pared celular donde su funcién principal es
proporcionar rigidez. Consta de un polimero lineal formado por la
unién de moléculas de B - glucosa mediante enlaces  -1,4 - O -
glucosidico (Wilkie & Woo, 1977).

Las cadenas de celulosa presentan una estructura plana,
estabilizada por enlaces de hidrogeno internos. Todos los
residuos de glucosa giran 180° con respecto al residuo de al lado
en la misma cadena de celulosa. Un residuo de glucosa es la
unidad monomérica de la celulosa y el dimero, celobiosa, es la

unidad estructural repetitiva de la cadena la cual presenta



aproximadamente de 1 000 a 14 000 unidades monoméricas
(Brown et al., 1996; Lynd et al., 2002).

La cadena de celulosa es polarizada, posee un grupo no
reductor en uno de sus extremos y en el extremo opuesto un
grupo reductor (Figura 1). Los nuevos residuos de glucosa, se
afiaden al extremo no reductor durante la sintesis del polimero
(Koyama et al., 1997)

Extremo no reductor

Glucosa 8H Extremo reductor

< -
Polimerizacién de la cadena Celobiosa

x Las lineas discontinuas: puentes de hidrégenos entre
cadenas. Las lineas punteadas: enlaces de hidrogeno

intracadena.

Figura 1. Estructura representativa de las cadenas de celulosa.

Fuente: Festucci et al., 2007.



Una de las caracteristicas de la celulosa, es que cada
unidad de glucosa forma enlaces intramoleculares e
intermoleculares, que produce un efecto importante en la
reactividad de las cadenas celulésicas. Los enlaces de hidrégeno
intermoleculares, permiten una estructura fibrilar terciaria de alta
cristalinidad, formando regiones altamente ordenadas, que se
conocen como zonas cristalinas. Los enlaces intramoleculares
forman zonas amorfas o desordenadas, que son mas accesibles
y susceptibles a las reacciones quimicas, por poseer torceduras
y espacios, en los que se forman microporos y capilares lo
suficientemente espaciosos para permitir la hidratacion y el
ataque enzimatico, por lo que el arreglo asimétrico que
caracteriza las regiones amorfas es crucial para la

biodegradacion de la celulosa (Malherbe & Cloete, 2002).

En la pared celular de las plantas, la celulosa se encuentra
como unidades submicroscopicas de forma alargada conocidas
como micelas. A su vez, estas micelas se arreglan en estructuras
mas grandes, las microfibrillas, las cuales estan suficientemente
empaguetadas para prevenir la penetracion no soélo de enzimas
sino de pequefias moléculas semejantes al agua. Estas
microfibrillas de celulosa estan estabilizadas por enlaces de
hidrogeno y rodeadas por polisacaridos hemicelulésicos (manano
y xilano) que se unen a la celulosa por puentes de hidrogeno y
enlaces covalentes, los cuales la hacen extremadamente

resistente a la hidrdélisis quimica y bioldgica (Lynd et al., 2002).



Pared celular

3 ) Regiones amorfas
Hemicelulosas unidas

a la superficie y \\
atrapadas en la
microfibrilla

Unidad repetitf\/ﬁa de celobiosa

Figura 2. Modelo estructural de la microfibrilla de celulosa.

Fuente: Lincoln & Zeiger, 2006.

10



La celulosa ademas de existir en las plantas superiores
también estd presente en algas, en los quistes de algunos
protozoarios, en algunos animales (por ejemplo, tunicados) y
algunas bacterias como las del género Acetobacter,
Agrobacterium, Rhizobium y Sarcina; sin embargo la celulosa se
encuentra en la naturaleza casi exclusivamente en las paredes
celulares de los vegetales (Lynd et al., 1999; Lynd et al., 2002;
Czaja et al., 2007; Ross et al., 1991).

Debido a que gran parte de la vegetacion que pasa a formar
parte del suelo es celuldsica, su descomposicion tiene una
importancia muy especial en el ciclo biolégico del carbono,
consecuentemente los microorganismos del suelo que
catabolizan la hidrolisis del material vegetal (40 - 60 % de
residuos de plantas) influencian el flujo de energia desde éste
hasta la formacion de CO, y su liberacion a la atmosfera. Como
las bacterias y hongos del suelo son los microorganismos
mayormente involucrados en el ciclaje del material vegetal,
cambios en el numero de éstos pueden indicar modificaciones en
el contenido de materia organica del suelo. Cuando esto se
corrobora con otros indicadores ecoldgicos (biomasa y diversidad
de especies encontradas) se obtiene informacién acerca del
estado del suelo y su productividad (Hendricks et al., 1995).
Como resultado, se ha prestado gran atencion a los organismos
gue participan en la descomposicion de esta sustancia
(Alexander, 1980).
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1.5.2 Degradacion de la celulosa

El material celulésico es particularmente atractivo como
fuente de carbono y energia debido a su bajo costo y su gran
abundancia. Sin embargo, debido a su caracter recalcitrante,
solamente ciertos organismos producen las enzimas necesarias
para utilizarlo (Beguin & Aubert, 1994). Entre ellos se incluyen
hongos y bacterias, aerobios y anaerobios, mesofilicos y
termofilicos que ocupan una variedad de habitats (Aubert, 1988),
considerandose entre otras: suelo y agua (Zaldivar et al., 1987;
Ceroni & Gutiérrez, 1988), despojos vegetales u hojarascas
(Magnelli et al., 1997), efluentes de industrias (Mullings & Parish,
1984; Prasertsan & Oi, 1992), residuos municipales
(Stutzenberger et al., 1970), estiércol (Lee & Blackburn, 1975),

compost (Ramirez, 1993).

Entre los hongos celuloliticos destacan: Trichoderma reesei,
Phanerochaete chrysosporium, Fusarium solani, Penicillum
funiculosum, Trichoderma koningii, Trichoderma reesei, Sporotrix
sp., Alternaria sp., Geotrichum sp., Rhizoctonia sp., Trametes
sp., Paecilomyces sp., Mucor sp., Cladosporium sp., Bulgaria sp.,
Chaetomium sp., Helotium sp., Aspergillus sp. Las bacterias
celuloliticas mas abundantes y conocidas son las aerobias entre
las cuales se pueden citar: Cellulomonas sp., Microbispora
bispora, Thermomonospora sp., Cytophaga sp., Corynebacterium

sp., Vibrio sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Thermobifida sp.
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Ademas se encuentran algunos anaerobios como: Acetivibrio
cellulolyticus, Butirivibrio sp., Bacteroides cellulosolvens,
Bacteroides succinogenes, Clostridium cellulovorans, Clostridium
thermocellum, Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens
(Lynd et al., 2002). Entre los actinomicetos se destacan
Streptomyces drozdowiczii, Streptomyces cellulolyticus (Semedo
et al, 2004; Grigorevski et al, 2005; Li, 1997),
Thermomonospora curvata, Thermomonospora chromogena,
Thermomonospora alba y Thermomobifida fusca (Ramirez &
Coha, 2003).

La utlizacion de la celulosa requiere que los
microorganismos tengan celulasas libres de células o tener tales
enzimas situadas en el exterior de las células, ademas una
enzima que se encuentra en un cultivo en crecimiento podria ser
ya sea secretada o liberada pasivamente como resultado de la
lisis celular, haciendo un estudio de las enzimas celuloliticas
bastante complicado (Berg & Petterson, 1977; Carpenter &
Barnett, 1967). Por esta razén hay una clara diferencia en
estrategia celulolitica entre los grupos aerobios y anaerobios.
Con pocas excepciones, a diferencia de las bacterias anaerobias
celuloliticas, las cuales distribuyen sus celulasas normalmente
tanto en la fase liquida y en la superficie de las células, las
bacterias aerobias celuloliticas producen cantidades
sustanciales de celulasa extracelular que son recuperables del

sobrenadante del cultivo; ademas producen altos rendimientos
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celulares que han llevado a un considerable interés tecnolégico
en la produccion de proteina de la célula microbiana a partir de
biomasa celulésica de residuos (Lynd et al., 2002).

Se ha puesto énfasis en el uso de hongos debido a su
capacidad de producir cantidades significativas de celulasas y
hemicelulasas que se secretan al medio para la extraccion y la
facil purificacion; ademas sus enzimas son a menudo menos
complejas que las celulasas bacterianas y por lo tanto pueden
ser clonadas y producidas mas facilmente a través de la
recombinacién en un huésped bacteriano de rapido crecimiento,
tal como Escherichia coli. Sin embargo, el aislamiento y la
caracterizacion de nuevas glucésido hidrolasas de las
eubacterias esta siendo ampliamente explotado. Hay varias
razones para estos cambios, por ejemplo, las bacterias suelen
tener una tasa de crecimiento mayor que los hongos que
permiten una mayor produccion recombinante de las enzimas. En
segundo lugar, las glucésido hidrolasas bacterianas suelen ser
mas complejas y, a menudo se expresan en varios complejos de
enzimas que proporcionan mayor funcionalidad y sinergia. Lo
mas importante, las bacterias habitan en una amplia variedad de
nichos ambientales e industriales, que producen cepas
celuloliticas que son extremadamente resistentes a las tensiones
ambientales. Estos incluyen cepas que son termofilas o
psicrofilas, alcal6filas o acidofilas, y la existencia de cepas

haléfilas. Estas cepas pueden sobrevivir a las duras condiciones

14



gue se encuentran en el proceso de bioconversion, producir
enzimas que son estables bajo condiciones extremas (asi como
temperaturas de hasta 90 °C, niveles de pH altamente &cidos o
alcalinos) y pueden aumentar las tasas de hidrolisis enzimatica,
fermentacion, y la recuperacion del producto (Maki et al., 2009;
Lamed & Bayer, 1988; Sugden & Bhat, 1994).

1.5.3 Sistemas celuloliticos

La hidrolisis eficiente de la celulosa implica la operacion
secuencial y la accién sinergista de al menos tres enzimas. De
acuerdo al sitio en el que cortan la fibrilla de celulosa se
clasifican en tres grandes grupos: endo B -1,4 glucanasas (B -1,4
glucano glucanohidrolasa), exo B -1,4 celobiohidrolasas y las {8 -
1,4 glucosidasas (Lymar et al., 1995; Zhang et al., 2006).

La endo B - 1,4 glucanasa hidroliza aleatoriamente los
enlaces B -1,4 glucosidicos intramoleculares accesibles de
cadenas de celulosa para producir oligosacaridos de varias
longitudes. La exo B - 1,4 celobiohidrolasa cliva los extremos no
reductores del sustrato generando unidades de celobiosa o
glucosa y por ultimo la B -1,4 glucosidasa, completa el proceso
hidrolitico convirtiendo los fragmentos de celobiosa a glucosa o
removiendo glucosa desde los extremos no reductores de
pequefios celoligosacaridos. (Lymar et al., 1995; Zhang et al.,

2006) La B - 1,4 glucosidasa no actua sobre la celulosa
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directamente; sin embargo, es importante porque la celobiosa es
un inhibidor competitivo de las celulasas y la B - 1,4 glucosidasa
reduce esta inhibicién por hidrélisis de la celobiosa a glucosa
(Sternberg et al., 1977). Por lo tanto las celulasas con los niveles
bajos de B - 1,4 glucosidasa hidrolizan lentamente la celulosa, y
en tales casos la adicion de B - 1,4 glucosidasa promueve la
hidrolisis de celulosa (Johnson et al., 1982; Stockton et al., 1991).
El proceso de degradacion de la celulosa se resume a

continuacion:

Exoglucanasa Endoglucanasa B Glucosidasa
CELULOSA (Cristalina) —CELULOSA (Amorfa) —CELOBIOSA—GLUCOSA

Asimismo la susceptibilidad de la celulosa a la hidrdlisis
enzimatica esta afectada significativamente por los rasgos
estructurales de los materiales celulésicos, que incluyen: grado
de acumulacion de agua, orden molecular, contenido de material
asociado como la lignina, estructura capilar de las fibras de
celulosa, area superficial, ademas del rasgo sugerido como el
mas importante: cristalinidad (Fan et al., 1980; Ooshima et al.,
1983).

Para la medicion de la actividad de las celulasas se
presentan dos formas: (1) la medicion de la actividad individual

de la celulasas (endoglucanasas, exoglucanasas, y B -
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glucosidasas) y (2) la medicion de la actividad total de celulasas.
(Sheehan & Himmel, 1999).
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Figura 3. Hidrdlisis de la celulosa amorfa y microcristalina por
sistemas no complejos (A) y complejos (B) de
celulasas.

Fuente: Lynd et al., 2002.
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a. Endoglucanasas

Las endoglucanasas actuan al azar sobre los enlaces B -
1,4 glucosidicos y su actividad es con frecuencia medida sobre
celulosa soluble con alto grado de polimerizacion, como es el
caso de la carboximetilcelulosa. La accion de las
endoglucanasas sobre este sustrato celulésico se caracteriza
por la disminucion de la viscosidad realizando cortes
intramoleculares (Zhang et al., 2006). Ademas la tasa de
hidrélisis estd condicionada a la habilidad de las
endoglucanasas para actuar en las regiones amorfas de la
matriz cristalina de la celulosa y crear nuevos extremos
reductores en los cuales las exoglucanasas puedan actuar
(Malherbe & Cloete, 2002).

La medicion de la actividad de endoglucanasa puede ser
basada en la reduccién de la viscosidad del sustrato y/o en el
incremento de extremos reductores que se determinan por
técnicas que permitan medir azUcares reductores. Sin
embargo, la actividad de las exoglucanasas también
incrementa el nimero de extremos reductores por lo cual, es
recomendable que la actividad de las endoglucanasas sea
medida por ambos métodos (viscosidad y extremos
reductores) (Lynd et al., 2005).
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Por otro lado, dicha actividad puede ser facilmente
detectada en medios con CMC o celulosa y adicion de varios
colorantes como el Rojo Congo, debido a que estos son
adsorbidos so6lo por largas cadenas de polisacéaridos. Este
meétodo es semi-cuantitativo y muy adecuado cuando se
requiere procesar un gran namero de muestras (Ten et al.,
2004).

. Exoglucanasas

Las exoglucanasas clivan los extremos accesibles de la
molécula de celulosa para liberar glucosa y celobiosa. La
celulosa microcristalina es un sustrato adecuado para la
medicion de la actividad por tener un bajo grado de
polimerizaciéon y una baja accesibilidad (Lynd et al., 2005;
Zhang et al., 2006).

. B - glucosidasas

La B - glucosidasa hidroliza la celobiosa soluble y otras
celodextrinas con un grado de polimerizacion superior a seis y
la posterior produccion de glucosa. La tasa de hidrdlisis
disminuye con el incremento en el grado de polimerizacién del
sustrato. La actividad de esta enzima también puede ser
medida usando celobiosa, la cual no es hidrolizada por las

endoglucanasas ni exoglucanasas (Lynd et al., 2005).
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d. Celulasas totales

El sistema de celulasas estd conformado por
endoglucanasas, exoglucanasas y B - glucosidasas, las cuales
hidrolizan sinérgicamente la celulosa cristalina. La evaluacion
de la actividad de las enzimas celuloliticas es con frecuencia
evaluada usando sustratos insolubles los cuales incluyen:
fillros de celulosa Whatman y celulosa microcristalina. La
heterogeneidad de la celulosa insoluble y la complejidad del
sistema de celulasas causan problemas en la medicion de la
actividad total. Resultados experimentales muestran que la
estructura heterogénea de la celulosa insoluble induce la
disminucién en la tasa de hidrdlisis en corto tiempo (menos de
una hora) provocando la desactivacion de las celulasas
(Zhang et al., 2006).

1.5.4 Factores ambientales que determinan la degradacion

microbiana de la celulosa

La degradacién de la celulosa por los microorganismos
depende de la naturaleza de los organismos colonizadores y de
las condiciones de descomposicién. Entre los factores
ambientales que influyen en la naturaleza de los
microorganismos involucrados, los mas importantes son
humedad, temperatura, aireacién, y suficiente suministro de

nitrdgeno y otros nutrientes (lglesias et al., 1999), también afecta
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la presencia de otros carbohidratos y la proporcion relativa de
lignina en los restos vegetales (Alexander, 1980).

a. Concentracion de nitrogeno en el suelo

La aplicacion de nitrégeno inorganico aumenta la
descomposicion de la celulosa en el suelo y tanto las sales de
amonio como las de nitrato son buenas fuentes de este
elemento. La respuesta a éste indica que el nivel de nitrégeno

en el suelo es un factor limitante (Alexander, 1980).

Las sustancias con las que esta asociada la celulosa en
los desechos vegetales influyen sobre la velocidad de la
descomposicion. La degradacion de 30 g de celulosa, de los
cuales el 20 a 30 % sirven para la sintesis microbiana, exige la
provision de 1 g de nitrégeno. Cuando la presencia de lignina
hace mas lenta la descomposicion de la celulosa se requiere
menos cantidad de nitrdgeno, porque éste es poco a poco
reciclado. Para los hongos que hidrolizan lignina y celulosa la
relacion C/N es mayor que 300. Los nitratos favorecen la
actividad de las bacterias mientras que el amonio y los
aminoacidos son mejor utilizados por las mixobacterias y los
hongos. Azotobacter y otros organismos que fijan nitrdgeno
atmosférico junto a las bacterias solubilizadoras de fosfatos,

favorecen la descomposicién de la celulosa. La aplicacion de
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nitratos, amonio, urea y estiércol elevan la velocidad de la

descomposicion (Carrillo, 2003).

b. Temperatura

La hidrolisis biologica de la celulosa puede llevarse a
cabo desde temperaturas cercanas a la congelacion hasta
alrededor de los 65 °C. Cada una de las variedades de
organismos celuloliticos es afectada en forma diferente por la
temperatura. Los meséfilos dominan en temperaturas
moderadas mientras que la microflora termofilica puede
degradar la celulosa por arriba de los 45 °C. Debido a los
cambios en la composicion de la flora inducidos por la
temperatura, el calor aumenta la velocidad de transformacion
del sustrato a causa del efecto directo de ésta sobre la accion
enzimatica (Alexander, 1980). Entre los microorganismos
termofilos se  encuentran  Clostridium,  Streptomyces,
Chaetomium, Humicola, presentes en el estiércol y los
vegetales en descomposicién. Los microorganismos
celuloliticos del suelo son principalmente mesofilos (Carrillo,
2003).

c. Aireacién

La aireacion también rige la composicién de la flora

activa. A causa del proceso anaerobico, el metabolismo de la
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celulosa es reducido significativamente en medios deficientes
de oxigeno en comparacién con habitats aireados (Alexander,
1980).

. pH

En medios con pH entre neutro y alcalino, muchos
microorganismos son capaces de crecer y liberar las enzimas
apropiadas para la hidrolisis del polisacarido; bajo condiciones
acidas la desaparicion de la celulosa se debe principalmente a
los hongos filamentosos. Aunque el proceso es rapido a pH
menor de 5 y ocasionalmente por debajo de 4, los suelos con
bajas concentraciones del ion hidrogeno degradan la celulosa
mas facilmente (Alexander, 1980). En suelos con pH 6,5 - 7,5
se encuentra Cellulomonas, a pH 5,7 - 6,2 aun desarrolla
Cytophaga y si la acidez desciende predominan los hongos.
Se pueden encontrar bacterias celuloliticas anaerobias
también en suelos acidos con pH 4,3. Las mixobacterias son
las mas sensibles a la acidez por lo que se las encuentra en el
mantillo de huertos, en suelos abonados y en los ricos en
calcio. Los actinomicetos se hallan en suelos muy diversos,
entre pH 4,6 y 9,5. Al tratar el suelo con cal cambia la

composicion de la microbiota activa (Carrillo, 2003).
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1.5.5 Aplicaciones industriales de las celulasas

Las celulasas han atraido mucho interés debido a la
diversidad de su aplicacion en las distintas industrias. Las
principales aplicaciones industriales de las celulasas se
encuentran en la industria textil de “biopulido” de tejidos y en la
produccion del aspecto de “lavado a la piedra de vaquero”, asi
como en los detergentes domeésticos para ropa en la mejora de la
tela dandole suavidad y brillo (Cavaco, 1998). También son
utiizadas en la industria de los alimentos como en el
procesamiento de jugos de frutas incrementando el porcentaje de
extraccion de los jugos y mejorando el sabor; en la elaboracién
de piensos, mejorando la calidad nutricional y digestibilidad
(Ovando & Wahszewski, 2005; Lon Wo et al., 2002).

Por otro lado, la demanda energética ha potenciado las
investigaciones para obtener biocombustibles a partir de
materiales lignoceluldsicos, proceso en el cual es necesaria la
liberacion y conversion de la celulosa a glucosa, la cual
finalmente por procesos bioldgicos se transformara en etanol.
Esta conversion puede ser mediada por celulasas de diversas
fuentes, entre ellas, las de origen bacteriano (Viviano et al., 2011;
Maki et al., 2011; Limayem et al., 2012).
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1.5.6 Determinaciéon de la actividad celulolitica

La determinacion de la actividad enzimatica de las
celulasas es un proceso complicado y determinado basicamente
por dos factores: la heterogeneidad fisica del sustrato y la
complejidad de la celulasa (Ghose, 1987; Wood & Bhat, 1988).
Por lo tanto, resulta imposible intentar comparar los diversos
resultados que se obtienen a partir de estimaciones que usan
diferentes metodologias (Vahjen et al., 1997). Segun Wood y
Bhat (1988) los problemas que se enfrentan los investigadores
en la determinacion de la actividad de la celulasa son de
diferente naturaleza (por ejemplo temperatura, pH, tiempo de
reaccion, etc.) y existe un alto nimero de unidades arbitrarias
para expresar la actividad que actualmente continGan siendo
usadas por los diferentes productores de enzimas y laboratorios

en todo el mundo (Beauchemin et al., 2003).

De todos los métodos disponibles, los mas comunes son los
métodos espectrofotométricos, los cuales se basan en la
medicion de la cantidad de azlcares reductores liberados
durante las reacciones enzimdticas en un sustrato definido
(Sabatier & Fish, 1996; Kung, 1996). Entre éstos, los métodos
mas referidos son el método alcalino del &cido 3,5 -
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959) y el método del cobre de
Nelson - Somogyi (Nelson, 1944).
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Se ha observado que el método del DNS es mas rapido,
menos toxico y mas conveniente de usar que el método de
Nelson - Somogyi (Bailey et al., 1992), especialmente cuando se
requiere comparar una cantidad muy grande de muestras
(Vahjen et al., 1997). Sin embargo algunos autores indican que el
meétodo DNS es menos sensible que el de Nelson - Somogyi (Mc
Cleary, 1992) y esta diversidad de criterios hace que se

continien empleando indistintamente.

a. Prueba cualitativa con Rojo Congo

La base de esta prueba esta en la hidrdlisis de los
sustratos celulésicos, siendo los medios solidos generalmente
los mas usados, pero en estos las colonias de
microorganismos que utilizan el sustrato son con frecuencia
dificiles de diferenciar de otros microorganismos que no lo
hacen. Teather y Wood en 1982, observaron que el Rojo
Congo podia ser usado en los ensayos para evidenciar la
hidrolisis de polisacaridos debido a que el colorante forma
complejos con las moléculas aun no hidrolizadas, facilitando
asi la diferenciaciéon entre microorganismos celuloliticos y no
celuloliticos por la formaciébn de zonas de aclaramiento

alrededor de las colonias (Hendricks et al., 1995).
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b. Prueba cuantitativa por la técnica del acido 3,5 -

dinitrosalicilico (DNS)

La actividad del sistema enzimatico en el complejo
celulolitico puede medirse determinando la cantidad de
glucosa liberada mediante DNS. Esta técnica demuestra la
presencia del grupo carbonilo libre (C=0) de los azucares
reductores que implica la oxidacion del grupo funcional
aldehido de la glucosa (Miller, 1959).

En este método el acido 3,5 - dinitrosalicilico es reducido
a acido 3 - amino - 5 - nitrosalicilico, mientras que los grupos
aldehidos son oxidados a grupos carboxilos (Figura 4). La
reduccion del acido genera un color amarillo el cual es
proporcional a la concentracion del azucar reductor presente y
se evidencia por medio de la lectura de absorbancias en el
espectrofotometro lo que implica la aplicacion de la ley de
Beer Lambert (Miller, 1959).

HO___O GHe e 0 COOH
—+—0OH —1 oH
O + HO—1— OH + HO——

o o s _’0 —toH

I i i ™ MH 2 ——OH

o] o] CH_OH fs] CH_OH

Acido 3,5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro Acido D-glucénico

(amarillo) salicilico (il

Figura 4. Reaccion del &cido 3,5 — dinitrosalicilico.
Fuente: Rios, 2008.
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La lectura de la prueba de DNS es altamente
influenciada por las mismas condiciones de la prueba, como la
temperatura del agua de calentamiento, la transferencia de
calor, el tiempo de reaccién, la proporcion de glucosa,
celobiosa y celodextrinas presentes y el tiempo de preparacion
del reactivo, el cual con frecuencia es ignorado (Zhang et al.,
2006).

1.5.7 Identificacion bacteriana mediante secuenciacion del gen
ARNr 16S

Los ribosomas son organulos complejos, altamente
especializados, que utilizan los organismos para el complicado
proceso de sintesis de proteinas. El ribosoma bacteriano tiene un
coeficiente de sedimentacion de 70S (expresado en unidades
Svedberg), y puede disociarse en dos subunidades, la subunidad
grande (50S) y la subunidad pequefia (30S). Cada subunidad es
un complejo ribonucleoproteico, constituido por proteinas
ribosémicas y moléculas de ARNr especificas. La subunidad 30S
contiene el ARNr 16S y 21 proteinas diferentes, mientras que la
subunidad 50S contiene los ARNr 5S y 23S junto con unas 34
proteinas (Rodicio & Mendoza, 2004).

El ARN ribosémico (ARNr) 16S es un polirribonucleétido de
aproximadamente 1 500 nucleétidos, codificado por el gen rrs,
también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), a partir de
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cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y
taxonémica, representando una ventaja en la identificacion
bacteriana tanto en tiempo como en precision, llegando incluso a
competir de manera favorable con otras técnicas rapidas y

eficaces, como las inmunolodgicas (Rodicio & Mendoza, 2004).

Los &acidos nucleicos y las proteinas, macromoléculas
comunes a todos los seres vivos, cambian con el tiempo. Por
ello, pueden considerarse como crondmetros moleculares o
documentos de la historia evolutiva. EI ARNr 16S fue
considerado por Woese como crondémetro molecular definitivo

por las siguientes caracteristicas:

1) Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las
bacterias actuales. Constituye, por tanto, una diana universal
para su identificacion. 2) Su estructura y funcién han
permanecido constantes durante un tiempo muy prolongado, de
modo que las alteraciones en la secuencia reflejan
probablemente cambios aleatorios. 3) Los cambios ocurren de
manera suficientemente lenta, como para aportar informacion
acerca de todos los procariotas y, junto con las variaciones en los
ARNr 18S, a lo largo de toda la escala evolutiva. Los ARNr SSU
(de la subunidad pequefia 30S) contienen, sin embargo,
suficiente variabilidad para diferenciar no sélo los organismos
mas alejados, sino también los mas proximos. 4) El tamafio

relativamente largo de los ARNr 16S minimiza las fluctuaciones
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estadisticas. 5) La conservacion en estructura secundaria puede
servir de ayuda en las comparaciones, aportando una base para
el alineamiento preciso. 6) Dado que resulta relativamente facil
secuenciar los ARNr 16S existen bases de datos amplias, en

continuo crecimiento (Woese, 1987).
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ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion y delimitacion del &rea de estudio

El area de estudio comprende la zona geotermal de Calientes,
ubicada en la provincia de Candarave, region Tacna, la cual se encuentra
a 4 400 msnm, al occidente de la cordillera de los Andes en el sur de

Perq, en las faldas del volcan Yucamane (Cruz et al., 2010).

En dicha zona se encuentran las ocho fuentes termales
muestreadas con distintas caracteristicas fisico-quimicas, las cuales
mostraron las mas altas temperaturas y tenian presencia de tapetes
microbianos y biopeliculas (Tabla 1, Anexo 1).

2.2 Poblacion y muestra
2.2.1 Poblacién
La poblacion estuvo compuesta por las bacterias terméfilas

aerobias cultivables presentes en las ocho fuentes termales

seleccionadas de Calientes.
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2.2.2 Muestra

La muestra fue las bacterias termofilas aisladas con actividad
de celulasas de las ocho fuentes termales de Calientes.

Tabla 1. Ubicacion y caracteristicas fisico-quimicas de las fuentes

termales muestreadas de Calientes

Fuente Coordenadas Colorde Temperatura pH Muestra

termal (UTM) la fuente (°C) bioldgica
termal
T1 0379444 E Pardo 85 7,5 Fango
8108728 N
T2 0378550 E Café 84 7,4 Biopelicula
8107592 N
T3 0378514 E Verde 70 7,2 Tapete
8107752 N microbiano
T4 0378265 E Café 88 7,1 Fango
8107192 N
T5 0378269 E Verde 87 7,5 Biopelicula
8107194 N
T6 0378207 E Blanco 70 7,5 Tapete
8107128 N microbiano
T7 0378289 E Verde 60 7,5 Tapete
8107169 N microbiano
T8 0378314 E Café 75 7,2 Fango
8107176 N

x UTM: Marcador transversal universal de la zona 19 K sobre la tierra.
E: este, N: norte.

Fuente: Elaboracioén propia.
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2.3 Disefio de investigacion

El tipo de investigacion fue basica descriptiva, donde para el
aislamiento de bacterias celuloliticas termofilas se utiliz6 un disefio
experimental completamente al azar (D.C.A.), descrito por Palacios
(2004) donde la asignacion de los tratamientos fue el nimero de fuentes
termales evaluadas (8), la variable respuesta fue el nUmero de unidades
formadoras de colonia de cada fuente termal crecidas sobre el medio de
aislamiento salino para termofilos (MST) para bacterias celuloliticas

termofilas.

En la etapa de determinacion de actividad cualitativa celulolitica,
para la pre-seleccién de bacterias productoras de celulasas, se aplico
como tratamientos a los 31 cultivos bacterianos aislados en las placas
con el medio de aislamiento MST, la variable respuesta fue el diametro
de las zonas de hidrdlisis de las celulasas a los distintos valores de pH
de 4,8; 7,4; 8,4 y 9,4, los cuales fueron previamente descritos por Vega
et al. (2012) y Montoya (2012), para una actividad 6ptima de celulasas

en hongos y bacterias.
Para la optimizacién de la actividad enzimética de celulasas de las
cepas seleccionadas, se uso el disefio experimental factorial multinivel

descrito por Palacios (2004), donde se planteé:

e Numero de factores experimentales: 2 (pH y temperatura)
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e NuUmero de variables de respuestas: 1 (actividad enzimética de
endoglucanasas expresada en Ul ml™)

e NuUmero de bloques: 2 repeticiones

El valor y tratamientos (niveles) de los factores experimentales
fueron segun el caso de la cepa evaluada, teniendo como precedente su

actividad enzimatica cualitativa. Se planteo las siguientes opciones:

Factores Valor Valor Tratamientos Unidades
experimentales minimo maximo (niveles)
pH 4,4 8,4 5 pH
Temperatura 60,0 80,0 5 °C

e NuUmero de corridas: 50

e Grados de libertad para el error: 43

Factores Valor  Valor Tratamientos Unidades
experimentales minimo maximo (niveles)

pH 4,4 9,4 6 pH
Temperatura 50,0 75,0 6 °C

e NuUmero de corridas: 72

e Grados de libertad para el error: 65

2.4 Métodos
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2.4.1 Coleccidon de muestra

Se colectaron en total 1 L (de 2 puntos de muestreo por
fuente termal) de las muestras de fango, biopeliculas o tapetes
microbianos, segun la naturaleza de las 8 fuentes termales de
Calientes muestreadas, con temperaturas de 60 a 88 °C (Anexo
1). Se tomo la muestra a una distancia alejada de la orilla de la
fuente termal muestreada con un frasco estéril de 500 ml de boca
ancha, el frasco fue sumergido completamente en posicion
invertida, una vez en contacto con la muestra se dio la vuelta en
sentido contrario para su recoleccion. Las muestras fueron
transportadas en termos estériles de 1 L para su procesamiento
en el Laboratorio de Micologia y Biotecnologia de la Universidad

Nacional Agraria La Molina en la ciudad de Lima.

2.4.2 Aislamiento

Se realizdé un enriquecimiento de la biodiversidad procariota
termofilica con actividad de celulasas de las muestras tomadas de
las fuentes termales con el método modificado de Kublanov et al.
(2009). Para ello en matraces de Erlenmeyer de 250 ml se peso6
0,5 g de celulosa microcristalina y se autoclavé para su
esterilizacion. Posteriormente fue agregado 50 ml de muestra de
las fuentes termales y se incub6 en bafio Maria en agitacion a

100 rpm en el agitador orbital Lab Line a 70 °C para las muestras
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Tl - T5 y a 60 °C para las muestras T6 - T8, durante 14 dias.
Luego se procedi6 a la siembra por incorporacion, agregandose 1
ml de muestra de forma directa y con diluciones de 10"y 102 a
las placas Petri de 100 x 20 mm y luego se afadio
aproximadamente 20 ml del medio de aislamiento salino para
termdfilos (MST): (NH4),SO, 11,7 g L*, KH,PO, 3,7 g L™,
MgS0..7H,0 0,6 g L™, CaCl,.2H,0 0,8 g L™, extracto de Levadura
0,5 g L, peptona 0,5 g L™, FeS0,4.7H,0 500 mg L™, MnSO,.H,0
160 mg L™, ZnS04.7H,0 140 mg L™, CoCl.6H,0 370 mg L™, agar
2 %, el medio se suplementé con CMC 1 %, se ajusto el pHa 7
con NaOH 1 N, se incubo a 60 °C durante 10 dias. Se uso el agua
de cada fuente termal para la preparacion del medio de

aislamiento.

El criterio para aislar las colonias crecidas en medio MST con
CMC al 1 %, fue la diferenciacion visual considerando, color,
tamafo y aspecto. Las colonias crecidas fueron estriadas para
luego ser almacenadas en agar nutritivo y conservadas a 4 °C.
Para la identificacidbn microscopica se realizé coloracion Gram de
cada microorganismo aislado de un cultivo sobre agar nutritivo a
las 24 horas, observandose en el microscopio biolégico Motic
BA410, ademas se midié el largo de los microorganismos
observados en todo el campo microscopico y fotografio con el

software Motic Images Pus 2.0 ML.
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2.4.3 Actividad cualitativa de celulasas

Fue desarrollada en base al método de Teather y Wood
(1982). Para ello, se sembrd por incorporaciéon 20 pl de inéculo
(de D.O. de 0,3 de cultivo bacteriano en caldo nutritivo a una
longitud de onda de 600 nm) en 150 pl de medio de produccion de
celulasas descrito por Mandels y Reese (1957): (NH4)2SO4 0,14 %,
KH,PO,4 0,2 %, MgS0,4.7H,0 0,03 %, CaCl, 0,03 %, Co(NH,)2
0,03 %, FeS0,7H,O0 500 mg L', MnSO4H,O 160 mg L™,
ZnS04.7H,0 140 mg L™, CoCl, 200 mg L™, peptona 0,1 %,
extracto de levadura 0,1 %, CMC 0,5 %, agar al 2 % (p/v), pH 7
ajustado con NaOH 1 N, en microplacas ELISA de fondo plano de
96 pozos (LabSource, Arbor, IL, USA) y se incubaron a 60 °C por
72 h. El contenido de cada pocillo (después de comprobar el
crecimiento del microorganismo) se retird6 con un sacabocado
estéril y se coloco sobre placas rectangulares de vidrio
especialmente disefiadas (300 cm?) que contenian los medios
sélidos con el sustrato de celulasas (Meza et al., 1995),

incubandose a 70 °C en bafio Maria por 4 h.

Los medios solidos con el sustrato para celulasas contenian:
CMC al 0,5 % (p/v) y agar al 2 % (p/v) disueltos en tampones a pH
4.8;7,4;8,4y9,4a0,05M de acetato de sodio, fosfato de sodio,

barbital - HCI y glicina NaOH respectivamente.
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Para el revelado de las zonas de hidrdlisis por las celulasas,
se agregd6 una solucion de Rojo Congo al 0,1 % (p/v) hasta cubrir
toda la placa, se dej6 a temperatura ambiente por 15 min y luego
se retird el exceso de colorante lavando con NaCl 1 M. Se
evidencio la actividad enzimatica por la difusion de la enzima,
presente en el disco de agar sobre el medio de tamizado por la

presencia de zonas transparentes no tefiidas.

2.4.4 Actividad cuantitativa de celulasas

a. In6culo

Se sembré una asada de cada cultivo bacteriano
seleccionado en 3 ml de caldo nutritivo y se incub6 a 60 °C £ 5,
hasta obtener una D.O. de 0,3 en el espectrofotometro

Spectronic 20D" a una longitud de onda de 600 nm.

b. Cultivo

Se inoculé 3 % (v/v) de caldo nutritivo con crecimiento
bacteriano en matraces con deflectores de 250 ml con 40 ml de
medio de produccion con CMC 1 % (p/v) ajustado a pH 7 con
NaOH 1 N. Se incub6 en agitador orbital Lab Line a 150 rpm
por 48 horas a 60 + 5 °C. EI cultivo obtenido se centrifugé a

6 000 rpm por 20 min, el sobrenadante fue utlizado para la
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cuantificacion de la actividad enzimatica y para la medicion de
proteinas solubles; mientras que el sedimento fue utilizado para

la medicién de biomasa.

c. Determinacion de actividad enzimatica

Se midio la actividad de la enzima endoglucanasa por el
meétodo descrito por Ghose (1987).

Para ello previamente a la medicién de la actividad de la
enzima endoglucanasa, se realizo la curva estandar de una

solucion de glucosa (1 mg ml™) de la siguiente manera:

Reactivos Blanco 1 2 3 4 5
reactivo

Solucion 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

estandar de

Glucosa (ml)

Tampon acetato 15 14 1,3 1,2 1,1 1,0

50 mM pH 4,8

(ml)

Concentracion 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

final de glucosa

(mg mi)

Reactivo DNS 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

(ml)

Se colocaron los tubos en agua hirviendo durante 5 minutos e

inmediatamente se enfriaron en agua corriente.

Agua destilada 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(ml)
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Se mezcld bien todos los tubos y se ley0 las absorbancias
en el espectrofotdmetro Spectronic 20D a una longitud de onda
de 540 nm contra el blanco de reactivo. Los valores de
absorbancia obtenidos se graficaron contra la concentracion de
glucosa, ademas resultdo conveniente realizar una regresion
lineal y = a + bx; donde y = absorbancia, x = concentracion de

glucosa.

La medicion de la actividad enzimatica de endoglucanasas

se realizo de la siguiente manera:

Reactivos Blanco del Blanco Blanco Muestra
reactivo del dela
CMC muestra
Tampon acetato de 15 0,5 1,0 0

sodio pH 4,8 6 fosfato
de sodio pH 7,4 a 50

mM (ml)
Dilucibn de enzima 0 0 0,5 0,5
(ml)

Incubar los tubos en bafio maria a 70 °C por 5 minutos
Carboximetil celulosa 0 1,0 0 1,0
1 % (ml)

Incubar los tubos en bafio maria a 70 °C por 30 minutos

Reactivo DNS (ml) | 3,0 | 30 [ 30 | 30

Colocar los tubos en bafio de agua hirviendo durante 5 minutos e

inmediatamente enfriarlos en bafio de agua corriente

Agua destilada (ml) | 5,0 | 50 | 50 | 50
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Se agitd bien los tubos y se ley6 las absorbancias a 540
nm contra el blanco de reactivo (BR). Se calculd la
concentracion de glucosa en el blanco del CMC (BCMC), en el
blanco de la muestra (BM) y en la muestra respectiva (M),
utilizando la curva estandar de glucosa con la ecuacion de
regresion encontrada previamente. En el caso de los valores de
la absorbancia de la muestra que escaparon del rango de la
curva estandar, se realizaron diluciones de 1/2, 1/3 y 1/4 segun

correspondio.

La concentracion de glucosa real de la muestra se

determind de la siguiente manera:
[Glu] = [M] - ([BM] + [BCMC])

La actividad enzimatica de endoglucanasas se calculd

mediante la siguiente expresion:
B-endoglucanasa (Ul mI™) = [Glu] x 0,37 x dilucién

Donde: 0,37 es un factor para obtener el numero de pmoles de

glucosa formados en un minuto.
La actividad de endoglucansas fue expresada en Ul mi™,

donde una unidad de enzima (Ul) se define como la cantidad de

enzima que libera 1 umol de glucosa por minuto (Miller, 1959).
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A partir de este ensayo se selecciond las cultivos
bacterianos con mayor actividad enzimética de endoglucanasas
para ser optimizada, evaluandose en los diferentes tampones:
acetato de sodio 50 mM pH 4,4 y 5,4; fosfato de sodio 50 mM
pH 6,4; barbital - HCI 50 mM pH 8,4 y glicina NaOH 50 mM pH
9,4; y a diferentes temperaturas de 50 °C a 80 °C.

2.4.5 Determinacion de bhiomasa celular

Se determiné la biomasa celular segun el método descrito
por Ramirez y Coha, (2003), utilizando la diferencia de pesos
entre los tubos con biomasa sedimentada y secada a 100 °C
durante 24 horas y los tubos vacios secados. La biomasa fue

expresada en mg ml™.

2.4.6 Cuantificacion de proteinas solubles

Las muestras fueron previamente tratadas por el método
descrito por Wessel y Fluegge (1984), para ello fueron
centrifugadas para remover los sélidos y usar el sobrenadante, el
cudl se precipito con TCA al 10 % (p/v) en una relacion de 2:1
respectivamente, se incub6 toda la noche a 4 °C y luego se
centrifug6 por 20 min a 6 000 rpm descartandose el sobrenadante
y se disolvié el sedimento en 1 ml de solucion de Na,CO3 al 2 %
en 0,1 M de NaOH.
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La cuantificacion de proteinas solubles fue

realizada

mediante el método de Lowry et al. (1951), para ello se realizo la

curva estandar de una solucién de seroalbumina bovina (1 mg

ml™) de la siguiente manera:
Reactivos Blanco 1 2 3 4 5 6

reactivo
Solucién 0 0,0155 | 0,031 | 0,0625 | 0,125 | 0,2 | 0,25
estandar de
seroalbumina
bovina (ml)
Suero 0,5 0,4845 | 0,469 | 0,4375 | 0,375| 0,3 | 0,25
fisiologico (ml)
Concentracion 0 0,031 | 0,062 | 0,125 0,25 0,4 0,5
de proteina
(mg mi™)
Reactivo C 5 5 5 5 5 5 5
(ml)
Mezclar e incubar a temperatura ambiente por 10 min

Reactivo Folin 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 05 |05
Ciocalteu 1N
(ml)

Mezclar e incubar a temperatura ambiente por 30 min

El reactivo C fue una solucién de la mezcla de 3 reactivos en

una proporcién de 100:1:1, los cuales fueron: reactivo A (solucion
de Na,CO; al 2 % en 0,1 M de NaOH), reactivo B1 (solucién
CuS04.5H,0 al 5 %) y reactivo B2 (solucion de tartrato de sodio y

potasio al 1 %).
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Se ley6 las transmitancias, cuya escala es lineal, en el
espectrofotdbmetro Spectronic 20D" a una longitud de onda de
550 nm contra el blanco de reactivo. Los valores de
transmitancias obtenidos fueron convertidos a absorbancias

mediante la relacion:

Absorbancia = Log (100/Transmitancia)

Los valores de absorbancias obtenidos se graficaron
contra la concentracion de proteina, ademas resultd
conveniente realizar una regresion lineal y = bx; donde y =

absorbancia, x = concentracion de proteina.

Los calculos de concentracion de proteina soluble en la
muestra se realizaron con la ecuacion de regresion obtenida de
la curva estandar.

2.4.7 Anélisis molecular
a. Extraccién de ADN

Fue realizada en base al método descrito por Sambrook y
Russell (1989), para ello se us6 10 ml de un cultivo joven de 18
horas el cual fue centrifugado a 14 000 rpm por 10 min, al pellet

obtenido se afiadié 100 pl de TES (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH
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8, sacarosa 25 %), 40 pl de lisozima (5 mg mi™) y 40 pl de
EDTA 0,25 M, después de ser incubado a 37 °C por 10 min se
agregé 175 pl de agua ultrapura, 50 pl de SDS al 10 % y 5 pl
de RNAsa (10 mg mi™), se mezclé por vértex e incubé a 37 °C
por 20 min, luego se afiadié 10 pl de proteinasa K (10 mg mi™)
y tras incubarse a 37 °C por 30 min se agregé 85 ul de TE (tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8), 120 pl de NaCl 5 M, se mezclo e
incubd a 65 °C por 20 min. Seguidamente se afiadio 75 ul de
acetato de potasio 8 M y se homogeniz6 por inversion del tubo,
luego se incubo a 4 °C por 15 min y se centrifugd a 14 000
rom por 5 min. EI material genético se encuentra en el
sobrenadante obtenido, el cual fue transferido a un tubo nuevo,
se agrego etanol absoluto al 95 % hasta llenar el tubo y se dej6
precipitar el ADN durante toda la noche a -20 °C, transcurrido el
tiempo se centrifugd a 14 000 rpm por 30 min, se descarto el
sobrenadante y el sedimento obtenido fue lavado con etanol al
70 %, se centrifugé a 14 000 rpm por 30 min. Se descarté el
sobrenadante y el sedimento seco fue eluido en 50 pl de TE
(Tris 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8).

. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Fue realizado en el Laboratorio de Micologia vy
Biotecnologia de la Universidad Agraria La Molina. Para ello se

siguio el protocolo descrito por el kit utilizado GoTaq Flexi DNA

Polymerase (Promega), donde las concentraciones de los
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reactivos fueron para un volumen total de 20 pl : 4 pl de Buffer
Green Flexi, 2 pl de MgCl,; 25 mM; 1,2 pl de dNTPs 10 mM; 0,2
ul de Taq DNA polimerasa (5 u pl™); 0,4 pl de cebadores ARNr
16S 10 pM (27F y 1492R) , 3 pl de ADN 50 ng pl™ y 8,8 pl de

agua Depc.

Las secuencias de los cebadores ARNr 16S utilizados
para la reaccion de PCR fueron:

e 27F - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
e 1492R - GGTTACCTTGTTACGACTT

Se program6 en el Termociclador S1000 (BioRad) el

siguiente programa de corrida:

Ciclo 1: 95 °C por 4 min

Ciclo 2: 95 °C por 1 min (desnaturalizacion)

o Por 40
55 °C por 1 min (hibridizacion) ciclos

72 °C por 1 min (polimerizacion)
Ciclo 3: 72 °C por 5 min

Ciclo 4: 4 °C por tiempo infinito

Para observar las secuencias amplificadas por PCR se
realizd una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1 %,

con bromuro de etidio (0,5 pg mi™) y como tampén de corrida se
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utilizd TAE y se corrié a 75 V. Como marcador se utilizé el fago
lamba digerido con Hind Il y como control positivo una cepa de
Escheria coli.

c. Purificacion de producto de PCR

La purificacion del producto de PCR se realizé en base al
método descrito por Grey et al. (1992), usando una jeringa para
el squach de la agarosa para obtener el ADN, se enjuagd con
tampon acetato de sodio 0,3 My 1 mM EDTA pH 7, luego se
agrego tampon acetato de sodio 3 M e isopropanol, se incubé
por 30 min a -20 °C, posteriormente se centrifugd por 20 min a
14 000 rpm a 4 °C. Se lavo el sedimento con etanol al 70 %, se
centrifug6 por 10 minutos a 14 000 rpm a 4 °C, luego se seco el
sedimento a temperatura ambiente y finalmente se resuspendi6

en 20 ul de agua Depc.

2.4.8 Procesamiento y analisis de la informacion

Se realiz6 dos repeticiones para cada experimento realizado;
asimismo para el andlisis de los datos obtenidos se realiz6 el
analisis de varianza (ANVA) empleando la prueba F a un nivel de
0,05 de probabilidad. La comparacion de las medias entre los
tratamientos se realiz6 con la prueba de significacion de Duncan al

95 % de confiabilidad, para probar la existencia de diferencias
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significativas entre los tratamientos y elegir el mejor (Palacios,
2004).

Para el andlisis de la actividad celulolitica de las cepas
seleccionadas y la optimizacion de la actividad celulolitica terméfila
se uso el software Statgraphics Centurion XVI. Se realizo el ANVA
para los factores experimentales (pH, temperatura y la interacciéon
de ambos) donde se observd la significancia de cada efecto
estudiado. Para la optimizacion de los factores experimentales se
utilizé el analisis de regresion que tuvo como meta maximizar la
actividad enzimatica termofila de las cepas seleccionadas, para
ello se evaluo la significancia estadistica de cada uno efecto de los
factores experimentales en el analisis de regresion, comparando
su cuadrado medio contra un estimado del error experimental,
excluyendo los factores que no presentan significancia para la
obtencién de la ecuacién de regresion. Asimismo para el gréafico
de superficie respuesta esperada optimizada se uso6 el software
MATLAB.

Para el procesamiento del secuenciamiento del gen ARNr
16S, los productos de PCR purificados de aproximadamente 1 400
pb se secuenciaron mediante el uso de 2 cebadores (27F y
1492R). La secuenciacién se realiz6 mediante el uso del Kit
“‘BigDye Terminator cycle sequencing” (Applied Biosystems,
EE.UU.). Los productos de secuenciacion se resolvieron en un

sistema de “Applied Biosystems modelo 3730XL automated DNA
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sequencing” (Applied Biosystems, EE.UU.) en la empresa
Macrogen Inc. En Sedul, Corea del Sur.

Para el andlisis de la secuenciacion del gen ARNr 16S se
uso el programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo
local BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponible en
internet a partir del NCBI (National Center for Biotechnology

Information).
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[ll. RESULTADOS

3.1 Aislamiento

Ocho muestras de las fuentes termales de Calientes se utilizaron
para aislar bacterias productoras de celulasas mediante el uso del medio
de aislamiento salino para terméfilos (MST) con CMC como inductor de
celulasa. Las muestras de las fuentes termales mostraron variabilidad de

cultivos bacterianos.

Con base a las diferencias en la morfologia de colonia y
caracteristicas microscopicas, se aislaron un total de 31 cultivos
bacterianos, de los cuales el que mayor poblacién presenté el cultivo
bacteriano B25A con 20 x 10° UFC ml™, seguido del cultivo bacteriano
B12N con 17 x 10° UFC ml* ambos aisladas de la fuente termal Ts
(Figura 5).

El 74,2 % de los 31 cultivos bacterianos aislados mostraron forma
circular, aspecto cremoso; y todas presentaron color, café, beige o
crema con centro café (Anexo 3). Asimismo el 61,29 % fueron Gram

positivo y el 38,71 % Gram negativo (Anexo 4).
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Figura 5. Cultivos de bacterias termofilas de las fuentes termales de Calientes.

Fuente: Elaboracioén propia.
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Tabla 2. Andlisis de varianza de unidades formadoras de colonias de las

fuentes termales de Calientes

Fuentes de Grados Sumade Cuadrado Razén Valor
variacion de cuadrados medio F P
libertad

Tratamientos 7 6,60247E7 9,4321E6 170,25 0,0000

(Fuentes

termales)

Error 8 443 202,0 55 400,30
Total 15 6,64679E7

CV: 26,42 %

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

Del analisis de varianza (ANVA), empleando la prueba F a un nivel
de 0,05 de probabilidad, para la variable unidades formadoras de
colonias, se observa que el valor P de la prueba F es menor que 0,05;
por lo tanto existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de la variable unidades formadoras de colonias de las 8 fuentes
termales muestreadas con un nivel de confianza del 95 %. El coeficiente
de variabilidad fue 26,42 % indicando que existe heterogeneidad de
poblacién entre las 8 fuentes termales, que depende de las propiedades
fisico-quimicas de cada muestra (temperatura, pH, composicion). Para

determinar cual es la muestra mas favorable para el aislamiento de
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bacterias celuloliticas termofilas se procedié a realizar la prueba de
significacion de Duncan al 95 % de confiabilidad.

Tabla 3. Promedios de significancia de Duncan para los promedios del

recuento de UFC de las fuentes termales de Calientes

Orden Fuentes Casos | Promedio Grupos
de termales (UFC mlI™*) | homogéneos*
meérito | (tratamientos)
1 Ts 2 6,3 x 10° a
2 Ts 2 5,4 x 10° b
3 LE 2 1,4 x 10° b
4 T1 2 6,8 x 10 b
5 Te 2 4,5x 10 b
6 Ts 5 4,4 x 10 b
7 T 5 2,810 b
8 T, ) 2x10 b

x Letras iguales no difieren estadisticamente p < 0,05

Fuente: Elaboracién propia.

Interpretacion:

En la tabla 3 se observa que la muestra tomada de la fuente termal
T3 permitié el crecimiento de un mayor nimero de colonias en las placas
de aislamiento, superando estadisticamente al resto con un promedio de

6,3 X 10% UFC mi. La fuente termal T5 difiere del resto de fuentes, las
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cuales no presentan diferencias significativas entre si, obteniéndose 2
grupos homogéneos (segun la alineacién de las letras designadas en
columnas). EI mayor nimero de UFC obtenidas a partir de la fuente
termal T3 nos indica algunas de las condiciones favorables de ésta para
el aislamiento de microorganismos celuliticos, como su temperatura de
70 °C, pH neutro, naturaleza tipo tapetes bacterianos, los cuales
presentan alta densidad poblacional. Mientras que las fuentes termales

gue presentaron menor numero de colonias fueron T4y T5.

UFC / mi
06,8x10
m14x10°

7000 a

65000

5000 mE3x10°

~§. 4000 m28x10

= 2
3000 m54x10

2000 m45x10

NONN N NN

b b b b b b b m2,0x10

1000
—7 & - . A S a7 m44x10

T1 T2 T3 T4 T5 T8 T7 T8

Fuente termal

x Letras iguales no difieren estadisticamente p < 0,05

Figura 6. Recuento de UFC de las fuentes termales de Calientes.

Fuente: Elaboracion propia.

3.2 Actividad cualitativa de celulasas

La actividad cualitativa de las celulasas de los 31 cultivos aislados,

usando CMC como sustrato a pH 4,8; 7,4; 8,4y 9,4; se evidenci6 por las

54



zonas de hidrdlisis representadas por é&reas destefiidas que indican la
accion del rompimiento de los enlaces 3 -1, 4 de la celulosa y presencia

de endoglucanasas (Anexo 6, Anexo 7).

De los 31 cultivos evaluados el 19,35 % de los aislados bacterianos
mostraron actividad celulolitica incluso a pH 9,4; pero la mayoria, el
74,19 %y 77,42 %, presento su actividad a pH 4,8 y 7,4 respectivamente
y los cultivos B3R y B4R no muestran actividad a ningun pH evaluado
indicando la ausencia de la enzima celulasa (Figura 7).

77,42

51,61

19,35

Ntmero de cultivos (%)

7,4 8,4 9,4
pH

Figura 7. Incidencia de actividad cualitativa de celulasas a diferentes

valores de pH.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 4. Andlisis de varianza de diametro de zona de hidrélisis de

celulasas de los cultivos bacterianos aislados

Fuentes de Grados Sumade Cuadrado Razén Valor
variacion de cuadrados medio F P
libertad

Tratamientos 28 310,674 11,0955 1 350,880 0,0000
(cultivos)

Error 29 0,2382 0,0082
Total 57 310,912
CV:1,88%

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

Del analisis de varianza (ANVA), empleando la prueba F a un nivel
de 0,05 de probabilidad, para la variable de didmetro de zonas de
hidrolisis de celulasas, se observa que el valor P de la prueba F es
menor que 0,05; por lo tanto existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de la variable de diametro de las zonas de
hidrolisis de celulasas entre un nivel de cultivo bacteriano y otro, con un
nivel de confianza del 95 %. EI coeficiente de variabilidad fue 1,88 %
indicando que existe heterogeneidad de las medias de la actividad
cualitativa, a diferentes valores de pH, entre los cultivos bacterianos
evaluados. Para determinar cuéles son los mejores cultivos bacterianos

productores de celulasas y su seleccidon para su posterior analisis se
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procedié a realizar la prueba de significacion de Duncan al 95 % de
confiabilidad.

Tabla 5. Promedios de significancia de Duncan para los promedios del

diametro de la zona de hidrélisis de celulasas de los cultivos

bacterianos aislados

Orden Cultivos Casos |Promedio Grupos
de (tratamientos) (mm) homogéneos*
merito
1 B1R 2 9,88
2 B15N 2 9,02 b
3 B17N 2 8,94 b
4 B24A 2 8,44 C
5 B20A 2 8,28 C
6 B12N 2 7,25 d
7 B26A 2 6,00 e
8 B7A 2 6,00 e
9 B11N 2 5,81 e
10 B3A 2 5,50 f
11 B23A 2 5,38 f
12 B27A 2 4,81 g
13 B18N 2 4,50 h
14 B8A 2 4,31 i
15 B21A 2 4,25 i
16 B25A 2 3,88 ]
17 B6A 2 3,88 ]
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18 B14N 2 3,69 j

19 B10A 2 3,69 ik

20 B13N 2 3,63 ik

21 B9A 2 3,56 k

22 B2A 2 3,50 k

23 B4A 2 3,50 k

24 B19N 2 3,06 |

25 B22A 2 2,25 I

26 B2R 2 2,06 m
27 B1A 2 1,69 n
28 B5A 2 1,63 n
29 B16N 2 1,63 n

x Letras iguales no difieren estadisticamente p < 0,05

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

En la tabla 5 se observa 15 grupos homogéneos (segun la
alineacion de las letras designadas en columnas) los cuales difieren entre
si. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que comparten una misma columna de letra designada. El cultivo
bacteriano B1R super6 estadisticamente en promedio al resto de cultivos
bacterianos con 9,88 mm de diametro de zona de hidrdlisis de celulasas.

Del total de los 31 cultivos bacterianos aislados se pre-seleccionaron 6
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cultivos, para su posterior analisis, las cuales mostraron altos promedios
superiores a 7 mm, debido a su actividad en casi todos los valores de pH
evaluados, indicando estabilidad de la enzima, mientras las de menor
promedio sélo mostraron actividad a un solo pH (6ptimo), indicando su
sensibilidad a los cambios de pH los cuales afectan drasticamente su

actividad.
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Figura 8. Didmetro de zona de hidrdlisis de celulasas de los cultivos bacterianos aislados.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.3 Actividad cuantitativa de celulasas

De los cultivos bacterianos pre-seleccionados anteriormente se
determind cuantitativamente la actividad celulolitica de endoglucanasas
en una fermentacién sumergida a un pH de 4,8 y 7,4 a 70 °C, para su

seleccion y posterior optimizacion de la respuesta esperada.

0.6

0,5

0.4

0,3

02 -

Actividad de Endoglucanasas {Ulfml)

0,1 -

Cultive BI1R B1ZM B15M B17MN B20A B24A
Elinrnasl? 0,05 0,05 0,07 0,05 0,06 0,09
{mgim

Figura 9. Biomasa generada en el medio de produccion para celulasas y

actividad de endoglucanasas de los cultivos bacterianos pre-
seleccionados.

Fuente: Elaboracion propia.

61



Interpretacién:

La Figura 9 representa la biomasa generada de los cultivos
bacterianos pre-seleccionados en un medio de produccién con CMC
donde el cultivo que mayor biomasa generd fue el cultivo bacteriano
B24A con 0,09 mg mli™* y los de menor promedio fueron los cultivos
bacterianos B12N y B17N con 0,05 mg ml™. Asimismo se muestra su
actividad enzimatica de endoglucanasas a pH 4,8 y 7,4. Fueron
seleccionadas para su optimizacion en la actividad enzimatica a
diferentes valores de pH y temperaturas las cepas B12N y B20A con
actividad de endoglucanasas de 0,42 Ul ml* y 0,17 Ul ml?
respectivamente a un pH de 4,8. De lo observado segun los datos
exploratorios la cepa B12N muestra mayor actividad a un pH cercano de
4,8 y la cepa B20A a un pH cercano de 7,4. Ademas la relaciéon con la
biomasa generada de ambas cepas nos indica un buen rendimiento al
poseer con menos biomasa a comparacion del resto de cultivos mayor

actividad enzimatica.
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3.3.1 Optimizacion de actividad de endoglucanasas de la cepa B12N

Tabla 6. Anadlisis de varianza para la actividad enzimética de

endoglucanasas de la cepa B12N

Fuente Sumade  Grados Cuadrado Razon Valor
Cuadrados libertad Medio F P

pH 0,10757 1 0,1076 17,01 0,0002
Temperatura 0,09290 1 0,0929 14,69 0,0004
pH? 0,13453 1 0,1345 21,27 0,0000
Temperatura2 0,12573 1 0,1257 19,88 0,0001
Error total 0,28457 45 0,0063
Total (corr.) 0,74529 49

Fuente: Elaboracién propia.

e R-cuadrada: 61,82 %
e R-cuadrada (ajustada por grados libertad): 58,42 %
e Error estandar: 0,0795219

Interpretacion:

Para la optimizacion de respuesta esperada de la actividad
enzimatica de la cepa B12N, se realizd un analisis de regresion, donde
se excluyo el efecto de la interaccion de los factores pH y temperatura

por no presentar significancia estadistica y no depender el uno del
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otro, como en el caso del numero de bloques el cual también fue
ignorado. Mientras que los efectos de pH y temperatura indican
variabilidad significativa con un nivel de confianza del 95 %, siendo el
factor pH el que presenta mayor significancia, indicando que la enzima
posee cortos rangos de pH para su actividad, mientras que el efecto
temperatura presenta mayores rangos por lo que se demuestra su

caracter termoestable.

Asimismo, notamos que el valor del cuadrado medio del error
(0,0063), el cual viene a ser la varianza del error, es menor que uno
por lo cual la variabilidad de los datos es adecuado para el trabajo

realizado.

Del estadistico R-Cuadrada corregida segun el nUmero de casos
evaluados, se observo que los factores incluidos en el modelo (pH,
temperatura) estan explicando el 58,42 % de la variabilidad de la

actividad enzimética.

Se obtuvo la siguiente funcion de respuesta (ecuacion de
regresion) a utilizar que se ha ajustado a los datos para maximizar
los factores de pH y temperatura:

AE = -5,96512 + 0,36398 pH + 0,161724 T - 0,0309982 pH? - 0,0011987 T*

Donde:

AE: actividad enzimatica de endoglucanasas
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T: temperatura (°C)

De la ecuacién anterior se obtuvo el valor éptimo de 5,9 para el
factor pH, en el cual la conformacion de la enzima es Ila mas
adecuada para la actividad catalitica y 67,5 °C para el factor
temperatura, dando un valor maximizado de 0,56 Ul ml™* de actividad
enzimatica de endoglucanasas, tal como se muestra en la siguiente

Figura 10.

Actividad enzimatica (Uliml)
—
I
)

TEMPERATURA (°C)

Figura 10. Superficie respuesta estimada de la optimizacién de la
actividad enzimatica de endoglucanasas de la cepa B12N.

Fuente: Elaboracién propia.
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3.3.2 Optimizacion de actividad de endoglucanasas de la cepa B20A

Tabla 7. Anadlisis de varianza para la actividad enzimética de

endoglucanasas de la cepa B20A

Fuente Sumade Grados Cuadrado Razén Valor-P
Cuadrados libertad Medio F

pH 0,018019 1 0,01802 11,26  0,0013
Temperatura 0,12799 1 0,12799 79,99 0,0000
pH? 0,035485 1 0,03549 22,18 0,0000
Temperatura®?  0,184736 1 0,18474 115,45 0,0000
Error total 0,107211 67 0,00160
Total (corr.) 0,473441 71

Fuente: Elaboracién propia.

e R-cuadrada: 77,36 %

¢ R-cuadrada (ajustada por grados libertad): 76 %
e Error estandar: 0,040002

Interpretacion:

Para la optimizacion de respuesta esperada de la actividad

enzimatica de la cepa B20A, se realizé un analisis de regresion, donde

se excluyo el efecto de la interaccion de los factores pH y temperatura

por no presentar significancia estadistica y no depender el uno del
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otro, como en el caso del numero de bloques el cual también fue
ignorado. Mientras que los efectos de pH y temperatura indican
variabilidad significativa con un nivel de confianza del 95 %, siendo el
factor temperatura el que presenta mayor significancia, indicando que
la enzima posee cortos rangos de temperatura para su actividad,

mientras que el efecto pH presenta mayores rangos.

Asimismo, notamos que el valor del cuadrado medio del error
(0,00160), el cual viene a ser la varianza del error, es menor que uno
por lo cual la variabilidad de los datos es adecuado para el trabajo

realizado.

Del estadistico R-Cuadrada corregida segun el nimero de casos
evaluados, se observo que los factores incluidos en el modelo (pH,
temperatura) estan explicando el 76 % de la variabilidad de la

actividad enzimética.

Se obtuvo la siguiente funcion de respuesta (ecuacion de
regresion) a utilizar que se ha ajustado a los datos para maximizar
los factores de pH y temperatura:

AE =-2,96175 + 0,11356 pH + 0,096595 T - 0,008899 pH? - 0,0008123 T?
Donde:

AE: actividad enzimatica de endoglucanasas

T: temperatura (°C)
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De la ecuacién anterior se obtuvo el valor éptimo de 6,4 para el
factor pH, en el cual la conformacion de la enzima es Ila mas
adecuada para la actividad catalitica y 59,5 °C para el factor
temperatura, dando un valor maximizado de 0,27 Ul ml™* de actividad

enzimatica de endoglucanasas, tal como se muestra en la siguiente

Figura 11.
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Figura 11. Superficie respuesta estimada de la actividad enzimatica

de endoglucanasas de la cepa B20A.

Fuente: Elaboracién propia.
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3.4 Determinacién de biomasa celular y cuantificacién de proteinas
solubles

Tabla 8. Parametros de productividad de endoglucanasas de las cepas

B12N y B20A
Proteina AEP* AEB*
Cepa (mg ml?) (Ulmg de proteina®) (Ul mg de biomasa™)
B12N 0,03 18,66 11,2
B20A 0,25 1,08 45

x AEP: Actividad especifica, AEB: Rendimiento

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

De la Tabla 6 se observé que la actividad especifica por proteina
(AEP) de la cepa B12N es mayor indicandonos mayor pureza de la
enzima endoglucanasa. Asimismo la actividad especifica por biomasa
(AEB) fue mayor para la cepa B12N, indicAndonos mayor rendimiento

de la cepa al utilizar el sustrato celulésico (CMC).

3.5 Analisis molecular

3.5.1 Extraccién de ADN
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La concentracion de ADN extraido de las cepas
seleccionadas se ley6 en espectrofotometro Biorad Smart Spec ™

Plus, obteniéndose los siguientes valores:

Tabla 9. Concentracion y pureza del ADN extraido de las cepas
B12N, B20A y de Escherichia coli como cepa control

Muestra Concentracién Pureza
(ng/pl) A260/Azg0
Escherichia coli 919,5 1,72
B12N 1231,5 1,86
B20A 1525,5 1,85

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

De la tabla 7 se observa que el método empleado para la
extraccion de ADN gendmico es eficiente al obtenerse cantidades
considerables de ADN, ademas la pureza del ADN expresada del
analisis espectrofotométrico entre la absorbancia a 260 nm y 280
nm tiene un promedio cercano a 1,9; lo que indica que el extracto

de ADN esta libre de contaminacion de proteinas.

Ademas se visualiz6 el ADN por electroforesis, donde el ADN

extraido de la cepa B12N presenté 28 576,764 pb, de la cepa

70



B20A present6 24 385,68 pb, y del control 24 385,68 pb
(Fotografia 1).

B12N B20A

x M: marcador Hind 11l de 23 130 pb, C: cepa control Escherichia coli
Fotografia 1. Electroforesis del ADN de las cepas B12N y B20A.

Fuente: elaboracion propia.

3.5.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
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Se visualiz6 el producto de PCR amplificado y purificado
mediante electroforesis, donde el ADN de la cepa B20A presenté
1 481,817 pb, el de la cepa B12N presenté 1 521,013 pb y del
control 1 501,287 pb, valores que coinciden con el tamafio del
ARNr 16S (Fotografia 2).

C B12N B20A

23130 pb W
9416 Pb e
6557 pb
4361 pb

2322 pb
2027 pb

x M: marcador Hind 11l de 23 130 pb, C: cepa control Escherichia coli
Fotografia 2. Electroforesis de PCR de las cepas B12N y B20A.

Fuente: Elaboracioén propia.
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3.5.3 Andlisis del secuenciamiento del ARNr 16S

El resultado del secuenciamiento del gen ARNr 16S informa

sobre la identidad de la bacteria con la depositada en la base de

datos de GenBank (busqueda en BLAST), que mayor similitud

presenta con la bacteria problema, indicando el porcentaje de

identidad y el porcentaje de la secuencia que ha sido comparada.

Tabla 10. Similitud de secuencias de ARNr 16S para las cepas

B12N y B20A en BLASTN

RNA gene, patrtial
sequence

Muestra Pariente mas cercano en BLASTN
Cepa o Cobertura E Identidad
Descripcion Acceso
% value %

Geobacillus sp. JC106

B12N partial 16S rRNA gene, 99 0,0 99 HE575190.1
strain JC106

B20A Bacillus licheniformis
strain F3 16S ribosomal 97 0.0 97 EU256500.1

Fuente: Elaboracioén propia.

Interpretacion:

De la tabla 5 se observa que el 99 % del query secuenciado

de la cepa B12N presenta matches con el

hit de la cepa

Geobacillus sp. JC106 depositada en la base de datos (identidad) y
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un 99 % de la secuencia del query fue alineado con dicho hit
(cobertura). Asimismo en la cepa B20A se observa que un 97 % de
la secuencia del query presenta matches con el hit de la cepa
Bacillus licheniformis strain F3 con un 97 % del query alineado.
Ademas se obtuvo para ambos alineamientos un valor de E value
menor a 0,02; lo cual nos indica que es un alineamiento muy

confiable.

Los score de los hits seleccionados para el alineamiento con
las secuencias problemas son los mas altos como se observa en el
arbol filogenético de la cepa B12N y B20A, donde el score es
convertido en distancias, a mayor score mas cercana la distancia en
el arbol no enraizado (sin hacer suposiciones en cuanto a sus
antecesores), el cual fue construido por el método del vecino mas
proximo “Neighbor - joining”, empleando técnicas generales de
aglomeraciéon de datos para el andlisis de secuencias, sirviéndose
de la distancia genética como un medidor de aglomeracion (Figura
12, Figura 13).
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Geobacillus subterraneus partial 16S rRNA gene, strain R-35641
Geobacillus uzenens is partial 16S rRNA gene, strain R-35640
Geobacillus uzenens is partial 16S rRNA gene, strain LMG 24726
Geobacillus uzenens is partial 16S rRNA gene, strain LMG 24535
Geobacillus sp. D3198 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone ELU0010-T67-S-NIPCRAMgANa_000484 16S ribosomal RNA gene, partial
Uncultured bacterium clone ELU0012-T73-S-NIPCRAMgANa_000062 16S ribosomal RNA gene, partial
Uncultured bacterium clone ELU0012-T73-S-NIPCRAMgANa_000023 16S ribosomal RNA gene, partial
Geobacillus sp. PZH1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
_|—Geobacillus sp.YMTC1049 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Geobacillus kaustophilus isolate KKUA1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Geobacillus sp. H6a ribosomal RNA gene, partial sequence

I Geobacillus sp. TC-58 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
f Geobacillus sp. G1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
— Uncultured Geobacillus sp. Clone HV-12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
L Uncultured Geobacillus sp. Clone GT1-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
| Geobacillus stearothermophilus 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
Geobacillus sp. K8 partial 16S rRNA gene, isolate k8
Geobacillus sp. JC106 partial 16S rRNA gene, strain JC106
B12N
Geobacillus sp.JC107 partial 16S rRNA gene, strain JC107

g

Figura 12. Arbol filogenético de la cepa B12N con el método de Neighbor — joining.

Fuente: National center for biotechnology information (NCBI).
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Bacillus licheniformis strain APT39 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus licheniformis strain KIBGE-IB25 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus licheniformis strain Back20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus licheniformis 9945A, complete genome

Bacillus sonorensis strain CM2H3L 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured Bacillus sp. Clone LZQX-13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus sp. PLB007 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus licheniformis strain ESR26 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus licheniformis strain ANT179 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus licheniformis strain BAB-2887 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus licheniformis strain BAB- 1835 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus licheniformis strain B31 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus licheniformis partial 16S RNA gene, strain 12.14

Bacillus licheniformis strain TT2AG 16S ribosomal RNA ge

Bacillus licheniformis gene for 16S rRNA, partial sequence, strain GH16

Bacillus sp. T107 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus licheniformis strain PGS13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus sp. CMS179 partial 16S rRNA gene, isolate CMS179

Bacillus licheniformis strain F3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus licheniformis strain CICC 10332 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
B20A

| —

Figura 13. Arbol filogenético de la cepa B20A con el método de Neighbor — joining.

Fuente: National center for biotechnology information (NCBI).
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IV. DISCUSION

Aislamiento

La diversidad microbiana en las fuentes termales de Calientes vari6 de
acuerdo al lugar de muestreo y tipo de muestra, en concordancia con la
heterogeneidad de los puntos muestreados (temperatura, pH, naturaleza de
la muestra), hallandose por lo general diferentes cultivos bacterianos en cada
muestra, tal como lo report6 Valdez (2011), quien indicO que las
comunidades microbianas en cada sitio de muestreo serian diferentes a las
otras fuentes termales, es decir que la mayoria de las muestras son menos

del 50 % similares.

La muestra extraida de la fuente termal T3 permitio el mayor niumero
de UFC con 6,3 x 10° UFC ml* en el medio de aislamiento selectivo con
CMC, posiblemente sus caracteristicas fisicoquimicas son favorables para el
desarrollo de microorganismos productores de celulasas, como la
temperatura de 70 °C y pH neutro, que facilitan que bacterias esporégenas
y actinomicetos incrementen su actividad y por ende su poblacion (Granados
& Valderrama, 2003). Ademas la naturaleza de la muestra tipo tapetes
microbianos se caracteriza por presentar altas densidades de poblacién de
microorganismos y es utilizada con éxito para recuperar nuevos organismos.
Los tapetes microbianos ademas de presentar en su mayoria comunidades

fotoautotrofas, también poseen comunidades quimioorganotrofas
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caracteristico de los microorganismos con celulasas (Nord & Wald, 1995; De
Beer & Kuhl, 2001).

Del aislamiento realizado el grupo representativo corresponde a
bacterias, lo cual estd en concordancia con los trabajos en termofilos de
Kublanov et al. (2009), y Berquist et al. (1999); quienes reportan como
microorganismos celuloliticos terméfilos a las bacterias y arqueobacterias.
Asi mismo las bacterias aisladas presentan en su mayoria forma bacilar,
filamentosas, ademas de ser esporuladas, en concordancia con lo reportado
por Valdez (2011) quien indicé que en las muestras evaluadas de los
geiseres de Calientes la forma predominante de los microorganismos

observados es bacilar con una abundancia relativa del 55 %.

De los 31 cultivos bacterianos aislados hay una predominancia de
bacterias Gram positivas con 61,29 %, tal como indica De la Rosa (2000)
para fuentes hipertermales, mientras que en las mesotermales hay
predominancia de Gram negativos. De las caracteristicas observadas los
cultivos bacterianos aislados podrian pertenecer a los géneros Bacillus,
Caldicellulosiruptor, Streptomyces y otros reportados como celuloliticos
(Ramirez & Coha, 2003; Berquist et al., 1999). Sin embargo Valdez (2011)
reportd predominancia de bacterias Gram negativas en los géiseres
evaluados de Calientes, esto debido posiblemente a que segun Debord
(1925) las bacterias termofilas suelen presentar una coloracion Gram
variable, donde ciertos organismos terméfilos que forman esporas son Gram
negativos a las 24 h y Gram positivas a las 8 h, debido a su metabolismo

muy acelerado.
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La mayoria de los cultivos bacterianos aislados presentaron colonias
cremosas circulares de color crema o beige, Azhari et al. (2010) indica tales
caracteristicas predominantes en bacterias terméfilas formadoras de esporas

con celulasas crecidas en medio con CMC aisladas de muestras de compost.

Ademas se debe tener en cuenta la naturaleza del sustrato para al
aislamiento de cepas productoras de exoglucanasas; en el presente trabajo
se utilizod celulosa microcristalina para el enriquecimiento de las muestras y
CMC como inductor para el aislamiento, obteniéndose actividades
considerables de endoglucanasas, tal como lo indica Nakandakari (1988)
guien empleo celulosa microcristalina, obteniendo cepas que solo produjeron
endoglucanasas; asi como Magnelli et al. (1997) emplearon celulosa y
asparagina para obtener cepas productoras de endoglucanasas. Por otro
lado el uso del medio de produccién con CMC 1 % proporcioné una buena
induccion de la produccion de endoglucanasas principalmente, tal como
indican Nasr et al. (2011) y Abou - Taleb et al. (2009) quiénes reportaron en

cepas del género Bacillus mayor eficacia que en medios con celulosa.

Actividad cualitativa

Se sabe que las celulasas bacterianas tienen actividades bastantes
altas y méas termoestables comparadas con las celulasas fangicas (Swaroopa
et al., 2004), teniendo en cuenta esta ventaja, se pre-seleccionaron 6 cultivos
con actividad de celulasas, de un total de 31 cultivos bacterianos, mediante

el ensayo de presencia de zonas de hidrdlisis, indicando su habilidad para
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producir celulasas dado que el colorante Rojo Congo presenta fuertes
interacciones con polisacaridos unidos por enlaces [B-1,4 asi como
significantes interacciones con 3 -1,3 - D - glucanos, al producirse la hidrélisis
de estos compuestos las interacciones entre el colorante y los polisacaridos
se pierden, notandose areas destefidas correspondientes al area en el que
la bacteria secreto las celulasas, el diametro de la zona de hidrdlisis es
equivalente al potencial celulolitico del microorganismo. Aunque el ensayo
sea cualitativo da bastante buena correlacion con los ensayos de producciéon
en cultivos liquidos, proporcionando la base para una deteccion rapida y

sensible para bacterias celuloliticas (Teather & Wood, 1982).

Los cultivos bacterianos B3R y B4R no mostraron zonas de hidralisis,
demostrando la ausencia de la enzima celulasa, sin embargo crecen en el
medio de aislamiento selectivo con CMC, lo cual se debié posiblemente a
gue los microorganismos presentes no estaban creciendo a expensas del
sustrato inicial sino que estaban usando el extracto de levadura presente en
el medio, el cual posee nutrientes que permiten establecer el metabolismo

primario.

Se observo que el pH éptimo de la actividad de celulasas de los cultivos
bacterianos aislados es cercano al pH neutro, donde el 77,42 % de las 31
cultivos mostraron actividad, dandonos un perfil de la naturaleza de las
celulasas bacterianas en estudio, tal como indica Howard (2003) en la
mayoria de bacterias como por ejemplo Bacillus sp. el pH O6ptimo se
encuentra entre 5y 7, por lo tanto los valores de pH 6ptimos de las enzimas

hidroliticas bacterianas son distintos a las establecidas en los protocolos
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estandar de determinacién de actividades celuloliticas donde el pH 6ptimo es
4.8.

Actividad cuantitativa de endoglucanasas

Los 6 cultivos bacterianos pre-seleccionados fueron considerados
termofilos por crecer bien a temperatura de 60 °C = 5, mostrando actividad
de endoglucanasas a 70 °C, temperatura por encima de su temperatura de
cultivo, lo cual indica que son posibles verdaderos productores de celulasas
termoestables, ya que segun Hough y Danson (1999) una enzima
termoestable tiene una temperatura maxima de reaccion por encima de la
temperatura de crecimiento Optima del microorganismo. Ademas la mayoria
de las enzimas extracelulares de termofilos muestran una alta
termoestabilidad, por lo cual son de importancia en bioprocesamientos, por
las posibilidades de almacenamiento prolongado (a temperatura ambiente),
el aumento de la tolerancia a disolventes organicos, la reduccion del riesgo
de contaminacién, asi como las pérdidas de baja actividad durante el
procesamiento, incluso a las temperaturas elevadas a menudo utilizadas en
el pre-tratamiento de la materia prima (Kristjansson, 1989; Pernilla et al.,
2007).

La mayor actividad enzimatica de celulasas segun Nataraja et al. (2010)
depende entre otros factores del pH y temperatura Optima, lo cual se
comprobé para las cepas seleccionadas B12N y B20A, en el analisis de

regresion multiple que permitié observar la influencia de la interaccion de las
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variables independientes (pH y temperatura) sobre la dependiente (actividad
enzimatica), donde se obtuvo mayor estabilidad sobre la actividad enzimética
de los factores en estudio para la cepa B12N, observandose que un 58,42 %
de la variabilidad de la actividad enzimatica depende de dichos factores y
para la cepa B20A fue un 76 %. Ademas para la cepa B12N la variable
temperatura es menos significativa que la de pH, indicandonos su naturaleza
termofila, y a un pH optimo en el rango de temperatura de 60 a 80 °C no se
registr0 una variabilidad muy grande entre sus actividades. Mientras que
para la cepa B20A el factor temperatura es mas significativo que el factor pH,

indicandonos su mayor estabilidad a variaciones de pH.

Al optimizar los factores de pH y temperatura para la maxima actividad
de endoglucanasas de las cepas seleccionadas, se obtuvo de una gradiente
de temperaturas entre 60 y 80 °C con pH de entre 4,4 y 8,4 que el pH 6ptimo
es 5,9 y la temperatura 67,5 °C, registrando una actividad maxima de 0,56
Ul mI™* para la cepa B12N, valor mayor al registrado por Montoya (2012)
quien reporta una actividad de 0,34 Ul ml™ a un valor 6ptimo a 65 °C y un pH

de 6 para una cepa de Bacillus sp. BH19.

Para la cepa B20A se observo de una gradiente entre 50 y 75 °C con un
pH entre 4,4y 9,4 que el pH 6ptimo es 6,4 y la temperatura 59,5 °C, dando
una actividad maxima de 0,27 Ul ml™, valores similares a los reportados por
Montoya (2012) y Li et al. (2008), en la cepas de Bacillus sp. BH62 y Bacillus
subtilis, sin embargo la cepa B20A presenta ventaja sobre las estudiadas por

presentar una temperatura 6ptima superior en 14 y 10 °C respectivamente.
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Por lo tanto de acuerdo a la temperatura Optima para su actividad
enzimatica se puede considerar a las enzimas de las cepas seleccionadas
termoestables, tal como Rastogi et al. (2010) consideré endoglucanasas
termoestables a 70 °C y un pH Optimo de 5 en cepas de Geobacillus y
Bacillus aisladas de muestra de compost; Bischoff et al. (2006) encontraron

endoglucanasas termoestables a 65 °C a un pH 6 en Bacillus licheniformis.

Determinacion de biomasa y cuantificacion de proteinas solubles

La actividad celulolitica no es parte del metabolismo primario de los
microorganismos (etapa de crecimiento) sino que estaria asociada a la
resistencia (Lynd et al.,, 2002), tal como se observd en los -cultivos
bacterianos seleccionados los cuales a pesar de presentar valores de
biomasa similar  tienen actividades enzimaticas distintas. Asimismo se
observé para el cultivo bacteriano pre-seleccionado B24A la maxima
produccion de biomasa pero una baja actividad enzimatica, por lo tanto no

hay una relacion directa entre la biomasa producida y la actividad enzimatica.

Al analizar las cepas en funcion de la produccién de biomasa, la cepa
B12N y B20A presentaron 0,05 mg ml™* y 0,06 mg ml* de medio de
produccion respectivamente, indicando bajos niveles de produccién de masa
celular por ml de medio, lo cual es ventajoso en procesos industriales en la

separacion de la biomasa de los metabolitos de interés.

Otro de los pardmetros a tener en cuenta en la seleccion de

microorganismos celuloliticos es la actividad enzimatica en funcién a la
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biomasa (AEB), de donde se observd ventajas en las cepas termdfilas
seleccionadas, con un rendimiento bastante promisorio, ya que al generarse
una baja biomasa se produce valores significativos de actividad enzimética
obteniéndose valores de 11,2 Ul mg™ y 4,5 Ul mg™ para las cepas B12N y
B20A respectivamente, superando a lo reportado por Ramirez y Coha (2003)
quienes obtuvieron 1,18 y 0,90 Ul mg™" de biomasa para Streptomyces sp.
28CMC2 y Thermomonospora curvata 7CMCS.

La actividad especifica de las endoglucanasas por proteinas (AEP),
indica la pureza de la enzima, por tanto es de mucha importancia contar con
cepas con elevadas actividades especificas, mostrando valores significativos
la cepa B12N con 18,66 Ul mg™” de proteina lo cual estad acorde a lo
reportado por Ramirez y Coha (2003), quienes obtuvieron 20,14 Ul mg™ de
proteina para Streptomyces sp. 7CMC10; sin embargo la actividad se

presenta a menor temperatura que la reportada en nuestro estudio.

Analisis molecular

Los productos de PCR amplificados por los oligonucle6tidos universales

como el 27F y 1492R, coincidieron con el tamafio del ARNr 16S.

Del alineamiento del secuenciamiento del gen ARNr 16S con el
Genbank ambas cepas se alinearon a los filotipos Firmicutes, lo cual coincide
con Valdez (2011) en su analisis molecular del ARNr 16S de los géiseres de

Calientes. Ademas se obtuvo que las cepas B12N y B20A presentan
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similitud con especies del género Geobacillus y Bacillus respectivamente, lo
cual es apoyado por la identificacion polifasica, recomendada por
Stackebrandt et al. (2002) que utiliza criterios fenotipicos junto con datos de
secuenciacion, es asi que en el andlisis fenotipico se observa bacilos Gram
positivos en cadena, esporulados, con colonias cremosas, coincidiendo con

las caracteristicas del género alineado.

Asimismo la cepa B12N presenta un 99 % de identidad con la cepa
Geobacillus sp. JC106 aislada de aguas termales con azufre en
Maharashtra (India) y la cepa B20A tiene un 97 % de identidad con la cepa
Bacillus licheniformis strain F3 aislada de salchichas secadas al aire en
China, lo cual indica su naturaleza adaptativa a diferentes ambientes. Ambos
valores hallados de identidad entre genes ARNr 16S son mayores o iguales
al 97 %, lo cual es aceptado para ejercer relacion entre las cepas a nivel de
especie (Stackebrandt & Gobel, 1994).

Erikson y Wood (1985) confirman la presencia de enzimas celuloliticas
con actividad basicamente endo - 3 -1,4 glucanasa y exo - 3 -1,4 - glucanasa
de las bacterias del género Bacillus aerobias y termofilicas; Rastogi et al.
(2010) caracterizaron endoglucanasas termoestables de cepas de
Geobacillus y Bacillus, lo cual también verifica la similitud encontrada en el

alineamiento, por la presencia de dicha enzima.
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V. CONCLUSIONES

Las aguas termales de Calientes, Candarave - Tacna, poseen
bacterias con celulasas, donde el 77,42 % de los 31 cultivos

bacterianos aislados presentan zonas de hidrélisis en CMC.

Se logr6 determinar cuantitativamente la actividad de
endoglucanasas, inducidas con CMC al 1 % de las cepas seleccionadas
B12N y B20A, las cuales presentaron la mayor actividad enzimatica y
diametros de zonas de hidrolisis significativas. Tras optimizar los
factores de los que depende la méaxima actividad se obtuvo 0,56 Ul ml™
a67,5°CyunpH6y0,27 Ul m™a59,5 °CyunpH 6,4; para las cepas
B12N y B20A respectivamente.

La temperatura Optima para la mayor actividad enzimatica
registrada fue superior a la temperatura de crecimiento, por lo tanto

ambas enzimas aisladas son consideradas termoestables.

La producciéon de biomasa de las cepas seleccionadas no fue en
su totalidad directamente proporcional al nivel de produccién de
endoglucanasas, indicando su independencia con el crecimiento

bacteriano, por lo tanto podrian ser enzimas adaptativas.
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Se logré la identificacion molecular de las cepas seleccionadas
B12N y B20 con una similitud del 99 % con Geobacillus sp. y 97 % con

Bacillus licheniformis respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

En el anadlisis cuantitativo de endoglucanasas se debe aplicar
diluciones al extracto enzimatico para lograr que la concentracion de
glucosa del blanco de la muestra sea cero, ya que el complejo enzimatico
se reprime en distintos puntos, cuando la concentracion de azlcares

facilmente utilizables aumenta.

Aplicar consorcios de cepas con potencial celulolitico para mejorar

la actividad enzimatica.

Realizar ensayos de cinética de crecimiento y produccion de

enzima para las cepas seleccionadas con mayor actividad.

Determinar el peso molecular y el niamero de contaminantes
presentes en las celulasas de las cepas seleccionadas, mediante la

técnica del Zimograma.

Realizar busqueda de genes de celulasas en las aguas termales de

Calientes, mediante bioprospeccién dirigida.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Fuentes termales de Calientes muestreadas

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 2: Ubicacion geogréfica de las fuentes termales muestreadas de Calientes

Google earth
C

Guia turistica  ¥2p» S Fechas de imagenes: 7/22/2002 19 K 377579.08 m E 8107729.21 m S elevacion 4407 m  alt. ojo 5.18 km

Fuente: Google earth.
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Anexo 3. Caracteristicas macroscépicas de los cultivos bacterianos
aislados de Calientes

Cepa Forma Aspecto Color Tamafo
(mm)

B1A Circular  Cremosa Crema 1
B2A  Circular Cremosa Beige 1
B3A  Circular Cremosa Crema con centro café 3
B4A  Circular Cremosa Beige 1,5
B5A  Circular Cremosa Beige 1
B6A  Circular Cremosa Crema 3
B7A  Circular Cremosa Crema 2
B8A  Circular Cremosa Beige con punto café 5
B9A  Irregular Aterciopelado Crema 4
B10A Circular Cremosa Beige 1
B11IN Circular Rugosa Café 4
B12N  Circular Cremosa Beige con punto café 1
B13N Circular Cremosa Beige 4
B14N  Circular Cremosa Beige con centro café 3
B15N  Circular Aterciopelado Beige 2
B16N  Circular Cremosa Beige con centro café 4
B17N Irregular Cremosa Beige con centro café 2
B18N  Circular Cremosa Crema 3
B19N  Circular Cremosa Café 4
B20A Estrellada Aterciopelada Beige con centro café 4
B21A  Circular Cremosa Crema con centro beige 3
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B22A  Circular Cremosa Beige

B23A  Circular Cremosa Café

B24A Estrellada Aterciopelada Beige

B25A  Circular Cremosa Café

B26A  Circular Cremosa Beige

B27A Irregular Cremosa Café

B1R  Irregular Lisa Café con punto
B2R Circular  Cremosa Café con punto

B3R Irregular Algodonosa  Pardo

B4R  Irregular Lisa Blanca

N N O 01 W 01 W o1

-
-

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 4. Caracteristicas microscopicas de los cultivos bacterianos aislados

de Calientes
Cultivo Gram Caracteristicas Tamafio Desviacion
(um) estandar
B1A Positivo Bacilos cortos, delgados, esporulados 2,6 0,38
B2A Positivo Bacilos largos, delgados, forman cadenas 5,8 1,28
B3A Negativo Bacilos largos, delgados, con inclusiones 51 1,26
B4A Negativo Bacilos largos, delgados 5,3 0,66
B5A Positivo Bacilos largos, delgados 4,8 0,80
B6A Negativo Bacilos largos, delgados 4,7 0,69
B7A Negativo Bacilos largos, delgados 4,9 0,80
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B8A

BOA

B10A
B11N
B12N
B13N

B14N
B15N

B16N
B17N

B18N

B19N

B20A

B21A

B22A

B23A

B24A
B25A

Negativo

Negativo
Positivo
Negativo
Positivo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo

Positivo

Negativo

Bacilos  largos, delgados,  forman
filamentos

Bacilos largos, delgados

Bacilos largos, delgados

Bacilos largos delgados

Bacilos cortos, delgados, forman cadenas
Bacilos medianos, delgados, forman
cadenas largas

Bacilos medianos, delgados, esporulados
Bacilos largos delgados, esporulados,
filamentosos

Bacilos largos, delgados

Bacilos largos, delgados, forman
filamentos

Bacilos medianos, delgados

Bacilos largos, gruesos, forman filamentos
Bacilos cortos, gruesos, forman largas
cadenas

Bacilos medianos, gruesos, forman
cadenas

Bacilos medianos delgados, forman
filamentos

Bacilos largos delgados, forman filamentos
Bacilos medianos, delgados

Bacilos largos, delgados, forman

8,7

5,4
4,7
4,2
2,5
3,9

3,7

4,1

4,0

6,8

5,5
7,4
2,0

3,5

3,8

4,3

3,3
5,8

1,10

0,76
0,67
0,79
0,44
0,53

0,34

0,63

0,74

1,40

0,47
1,34
0,26

0,48

0,51

0,65

0,77
1,12
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B26A
B27A
B1R
B2R

B3R

B4R

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

filamentos

Bacilos largos , forman filamentos

Bacilos largos, delgados con inclusiones
Bacilos cortos gruesos

Bacilos largos, delgados, ligeramente
curvados

Filamentoso, con amendspora café vy
conidioforo simple

Bacilos largos, gruesos

4,2
4,5
1,9

59

2,8

4,1

0,73
0,46
0,29

0,83

1,00

0,62

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 5. Actividad cualitativa de celulasas de los cultivos bacterianos

aislados de Calientes

Didmetro de zona de hidrolisis (mm)

Cultivo pH 4,8 pH 7,4 pH 8,4 pH 9,4

B1A 00 £t0,00 68 +035 0,0 +0,00 0,0 £0,00
B2A 6,5 £+0,00 75 0,00 0,0 £0,00 0,0 0,00
B3A 70 £0,00 7,0 +£0,00 8,0 0,00 0,0 0,00
B4A 6,5 £+0,00 75 0,00 0,0 +£0,00 0,0 0,00
B5A 6,5 £0,00 0,0 +£0,00 0,0 £0,00 0,0 0,00
B6A 83 +035 7,3 +035 0,0 £0,00 0,0 0,00
B7A 75 +£0,00 85 +0,00 80 0,00 0,0 0,00
B8A 83 £+0,35 9,0 £0,00 0,0 £0,00 0,0 0,00
B9A 00 £t000 73 +035 7,0 +0,00 0,0 £0,00
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B10A
B11IN
B12N
B13N
B14N
B15N
B16N
B17N
B18N
B19N
B20A
B21A
B22A
B23A
B24A
B25A
B26A
B27A
B1R

B2R

B3R

B4R

0,0
7,8
12,8
7,5
7,3
10,0
0,0
10,3
10,0
12,3
7,5
8,0
0,0
7,5
9,5
0,0
8,8
6,5
12,0
8,3
0,0
0,0

+ 0,00
+0,35
+0,35
+ 0,00
+0,35
+ 0,00
+ 0,00
+0,35
+ 0,00
+0,35
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+0,35
+ 0,00
+ 0,00
+0,35
+ 0,00
+ 0,00

7,3 £0,35
8,5 +£0,00
9,3 £0,35
7,0 £0,00
7,5 £0,00
9,0 £0,00
6,5 +0,00
10,3 +0,35
8,0 £0,00
0,0 +£0,00
8,5 +0,00
9,0 £0,00
0,0 +0,00
6,3 £0,35
9,0 £0,00
0,0 +0,00
7,5 £0,00
6,3 £0,35
10,5 +0,00
0,0 +0,00
0,0 +0,00
0,0 +0,00

7,5
7,0
7,0
0,0
0,0
8,6
0,0
8,5
0,0
0,0
8,1
0,0
9,0
7,8
8,8
7,0
7,8
6,5
8,5
0,0
0,0
0,0

+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,18
+0,00
+0,00
+ 0,00
+ 0,00
+0,18
+ 0,00
+ 0,00
+0,35
+0,35
+ 0,00
+0,35
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
8,8
0,0
6,8
0,0
0,0
9,0
0,0
0,0
0,0
6,5
8,5
0,0
0,0
8,5
0,0
0,0
0,0

+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+0,00
+0,35
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00

Fuente: Elaboracioén propia.
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Anexo 6. Zonas de hidrdlisis de celulasas a pH 4,8

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 7. Zonas de hidrdlisis de celulasas a pH 7,4

Fuente: Elaboracién propia.
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Anexo 8. Actividad cuantitativa de endoglucanasas de cepa B12N

Actividad (Ul mI™)
Temperatura pH Repeticibn 1  Repeticion 2

)

50 4,4 0,33 0,38
50 54 0,35 0,38
50 6,4 0,42 0,42
50 7,4 0,32 0,27
50 8,4 0,33 0,36
50 9,4 0,27 0,27
55 4,4 0,37 0,41
55 54 0,39 0,40
55 6,4 0,41 0,42
55 7,4 0,36 0,26
55 8,4 0,30 0,30
55 9,4 0,32 0,34
60 4,4 0,38 0,52
60 54 0,47 0,54
60 6,4 0,41 0,56
60 7,4 0,31 0,32
60 8,4 0,35 0,35
60 9,4 0,33 0,35
65 4,4 0,47 0,46
65 54 0,59 0,67
65 6,4 0,50 0,53
65 7,4 0,36 0,38
65 8,4 0,37 0,36
65 9,4 0,31 0,30
70 4,4 0,51 0,57
70 54 0,62 0,67
70 6,4 0,56 0,60
70 7,4 0,41 0,45
70 8,4 0,35 0,38
70 9,4 0,38 0,37
75 4,4 0,28 0,29
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75 5,4 0,47 0,47
75 6,4 0,57 0,64
75 7,4 0,30 0,27
75 8,4 0,33 0,26
75 9,4 0,26 0,25
80 4,4 0,27 0,27
80 5,4 0,27 0,40
80 6,4 0,41 0,42
80 7,4 0,25 0,27
80 8,4 0,27 0,27
80 9,4 0,26 0,26
85 4,4 0,28 0,27
85 5,4 0,30 0,30
85 6,4 0,34 0,36
85 7,4 0,25 0,26
85 8,4 0,26 0,27
85 9,4 0,26 0,26

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 9. Actividad cuantitativa de endoglucanasas de cepa B20A

Actividad (U ml™)
Temperatura pH Repeticibn 1  Repeticién 2

C)

50 4.4 0,19 0,19
50 54 0,19 0,19
50 6,4 0,19 0,19
50 7,4 0,19 0,21
50 8,4 0,15 0,16
50 9,4 0,15 0,14
55 4.4 0,24 0,20
55 54 0,30 0,20
55 6,4 0,30 0,20
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55
55
55
60
60
60
60
60
60
65
65
65
65
65
65
70
70
70
70
70
70
75
75
75
75
75
75

7,4
8,4
9,4
4,4
5,4
6,4
7,4
8,4
9,4
4,4
5,4
6,4
7,4
8,4
9,4
4,4
5,4
6,4
7,4
8,4
9,4
4,4
5,4
6,4
7,4
8,4
9,4

0,27
0,21
0,15
0,30
0,28
0,30
0,36
0,32
0,18
0,19
0,19
0,19
0,27
0,18
0,17
0,17
0,18
0,18
0,20
0,16
0,16
0,06
0,06
0,05
0,06
0,02
0,02

0,26
0,19
0,09
0,26
0,28
0,30
0,39
0,20
0,08
0,19
0,21
0,22
0,23
0,17
0,14
0,10
0,14
0,19
0,19
0,18
0,17
0,07
0,06
0,05
0,05
0,02
0,03

Fuente: Elaboracioén propia.
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Anexo 10. Fotografia microscopica de los cultivos bacterianos B1R y B12N
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Fuente: Elaboracién propia.

Anexo 11. Fotografia microscépica de los cultivos bacterianos B15N y B17N
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Fuente: Elaboracioén propia.
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Anexo 12. Fotografia microscopica de los cultivos bacterianos B20A y B24A

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 13. Fotografia macroscopica de los cultivos bacterianos B1IR y B12N

Fuente: Elaboracion propia.

120



Anexo 14. Fotografia macroscoépica de los cultivos bacterianos B15N y B17N

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 15. Fotografia macroscopica de los cultivos bacterianos B20A y B24A

Fuente: Elaboracioén propia.
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Anexo 16. Fermentacion sumergida en agitador orbital para produccién de
celulasas

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 17. Actividad de endoglucanasas medida por el método de DNS

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 18. Cuantificacién de proteinas solubles de cepas B12N y B20A por
método de Lowry

Fuente: Elaboracion propia.
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