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GLOSARIO DE TERMINOS

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

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

Acido ribonucleico ribosomal (ARNr).- Un &cido ribonucleico que

participa en la formacién de los ribosomas.

Biomasa.- Cantidad de materia producida o existente en un ser vivo y
que se encuentra en forma de proteinas, carbohidratos, lipidos y otros

compuestos organicos.

E - value.- Representa el niumero de hits con el mismo o similar

puntuacion que se puede esperar de encontrar al azar.

Hit.- Secuencia de nucleotidos de ADN, ARN o proteinas, previamente
caracterizada, presente en una determinada base de datos de un

programa informatico.

Match.- Homologia de la secuencia problema de nucleotidos (query) con
la secuencia previamente caracterizada en la base de datos (hit), siendo

los nucledtidos que coinciden en el alineamiento.

Query.- Secuencia problema de nucleétidos de ADN, ARN y proteinas,
la cual va a ser alineada con otras secuencias en una base de datos

determinada, como por ejemplo BLAST.



RESUMEN

El objetivo del trabajo fue aislar y caracterizar molecularmente el ARNr
16S de una cepa bacteriana degradadora de cianuro por encima de las
condiciones naturales establecidas de pH y concentracién de cianuro de
muestras de sedimento que provinieron de residuos liquidos domésticos,
municipales e industriales de la planta de tratamiento de aguas residuales de

Magollo, Tacna.

Se hizo una etapa de adaptabilidad de las comunidades microbianas
presentes a pH 9,5 y 10 con concentraciones del i6n cianuro (CN’) de 400
ppm y 500 ppm en un medio liquido buffer cianurado (MLBC) a temperatura

ambiente, teniendo al tercer dia un recuento celular de 1x108 cel. ml™?,

El cultivo bacteriano adaptado a condiciones de pH 10 con
concentracion del i6n cianuro (CN) de 500 ppm, se sigue con la etapa de
aislamiento y caracterizacion en un medio sélido buffer cianurado (MSBC) a
temperatura ambiente por 2 dias, teniendo como resultado un cocobacilo

Gram negativo.

Se evalud la capacidad degradadora del i6n cianuro (CN°) por la cepa
bacteriana, el resultado fue una remocién de cianuro de 3,04 mgL*h™ a pH
10 con concentracién del i6n cianuro (CN°) de 500 ppm en un medio liquido

buffer cianurado (MLBC) a temperatura ambiente y evaluado por 4 dias.



La cepa seleccionada y asignado como JCC16, posterior al
secuenciamiento y resecuenciamiento del ARNr 16S con partidores
universales del Dominio Bacteria: 785F y 907R por la Empresa Macrogen,
Korea se sometié a la etapa de caracterizacion bioinformatica presentando
un nivel de identidad del 99,6 % con el gen ARNr 16S de la especie
Klebsiella sp. ALL-1.



l. INTRODUCCION

Una gran cantidad de cianuro es usado en actividades
industriales, farmacéuticas, fibras sintéticas, etc. (Kjeldsen, 1999)
Generalmente se piensa que el cianuro es una sustancia mortal, en
realidad es una sustancia quimica ampliamente utilizado por el mundo
moderno (Logsdon et al., 2001). El cianuro de hidrégeno por encima de
los valores normales es altamente toxico para los organismos vivos,

inactivando el sistema respiratorio (Chenay Liu, 1999),

La proteccion del medio ambiente y cuerpos de agua, las plantas
de tratamiento de aguas residuales que contienen cianuro deben ser

tratadas antes de ser descartadas al medio ambiente.

Actualmente las plantas de tratamiento de aguas residuales que
contienen cianuro son principalmente tratados por métodos de
oxidacion quimica utilizando cloruros e hipoclorito de sodio (Watanabe
et al., 1998), sin embargo, estas técnicas no degradan completamente

todo el cianuro. (Figueria et al., 1996)

El tratamiento biolégico tiene un costo bajo y es un método
aceptado ambientalmente para remover cianuro comparado con otras
técnicas. En investigaciones encontradas demuestran que algunos
organismos resisten y pueden permanecer activos incluso en

concentraciones arriba de 1 mM de cianuro. (Chenay Liu., 1999)



Varios mecanismos para la eliminaciéon del cianuro del medio
ambiente son objetos de investigacion, entre ellos el uso de
microorganismos, muchos estudios demuestran la susceptibilidad del
cianuro para ser metabolizado por mecanismos biolégicos con el fin de

satisfacer los criterios ambientales de descarga (Watanabe et al., 1998).

En estudios anteriores el cianuro fue biolégicamente tratado por
los géneros bacterianos: Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella y fijado
dentro de sistemas aerébicos y anaerébicos, siendo el sistema aerdbico
mas favorable que el sistema anaerébico (Watanabe et al., 1998). El
valor ambiental se genera utilizando esta alternativa bioldgica, logrando

asi mejorar y proteger el medio ambiente.

En el presente trabajo se aisldé con técnicas microbiologicas y se
caracteriz6 molecularmente el gen ARNr 16S con herramientas
bioinforméticas de una cepa bacteriana degradadora de cianuro, por
encima de las condiciones naturales establecidas de pH vy
concentracion de cianuro de la planta de tratamiento de aguas

residuales de Magollo, Tacna.



1.1 Planteamiento del problema

En la regiobn de Tacna no existe publicaciones cientificas que
informen sobre el aislamiento y caracterizacibn molecular del ARNr 16S
de bacterias degradadoras de cianuro por encima de las condiciones
naturales de plantas de tratamiento de aguas residuales. En Tacna no
hay reportes de cepas aisladas e identificadas de ambientes alcalinos
que presentan capacidad de remocion de cianuro, adicionalmente hay
poco desarrollo en biotecnolégica (biorremediacion), mediante el uso de
microorganismos con capacidad de biodegradar el cianuro en
ambientes contaminados y también no cuenta con cepas microbianas o
modelos microbianos que puedan ser aplicados por las Universidades o
para ser usadas por las empresas o industrias.

Generar informacion béasica sobre los microorganismos del
cianuro y el cual es de importancia para posteriores investigaciones,
entonces se plantea la siguiente interrogante: ¢Existe una cepa
bacteriana con capacidad degradadora de cianuro y qué
caracteristicas presenta el ARNr 16S, evaluado por encima de las
condiciones naturales establecidas de pH y concentracion de
cianuro de la planta de tratamiento de aguas residuales de

Magollo, Tacna?



1.2

1.3

Hipotesis

De acuerdo al problema planteado, se presenta a continuacion la

siguiente hipaétesis:

Existe una cepa bacteriana y que presenta un ARNr 16S de 1500
pb del género Klebsiella de la familia taxondmica enterobacteriaceae,
con capacidad degradadora de cianuro por encima de las condiciones
naturales establecidas de pH y concentracién de cianuro de la planta de

tratamiento de aguas residuales de Magollo, Tacna.

Justificacion

La regién de Tacna constituye uno de los ambientes que requiere
enormes esfuerzos y recursos para poder estudiar, investigar y
desarrollar tecnologia. En virtud a ello el proyecto se enmarca en la
linea de investigaciéon de biotecnologia, puesto que se pretende aislar y
caracterizar molecularmente el ARNr 16S de una cepa bacteriana
degradadora de cianuro de la planta de tratamiento de aguas residuales

de Magollo.

En las PTAR habitan comunidades microbianas que viven en
ambientes extremos y presentan gran versatilidad de adaptarse a
diferentes ambientes las cuales serviran para ser aplicados en la
biotecnologia (biorremediacion), mediante el uso de bacterias con

capacidad de biodegradar ambientes especificos contaminados con



cianuro. Por estas razones el objetivo de este trabajo es aislar y
caracterizar molecularmente el ARNr 16S de una cepa bacteriana con
capacidad degradadora de cianuro por encima de las condiciones

naturales establecidas de pH y concentracion de cianuro.

Logrando asi aislar y caracterizar el ARNr 16S de una cepa
bacteriana degradadora de cianuro, la cual servird para enmarcar
emprendimiento e interacciones multisectoriales entre la Universidad-
Empresa-Sociedad permitiendo llegar el intercambio y transferencia de

conocimiento.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

e Aislar y caracterizar molecularmente el ARNr 16S de una cepa
bacteriana degradadora de cianuro por encima de las
condiciones naturales establecidas de pH y concentraciones
de cianuro en la planta de tratamiento de aguas residuales de

Magollo, Tacna.
1.4.2 Objetivos especificos
¢ Aislar microbiolégicamente una cepa bacteriana degradadora

de cianuro por encima de las condiciones naturales

establecidas de pH y concentracion de cianuro.



e Determinar la capacidad degradadora de cianuro de una cepa
bacteriana por encima de las condiciones naturales

establecidas de pH y concentracion de cianuro.

e Caracterizar por técnicas moleculares y bioinforméticas la
secuencia del gen ARNr 16S de una cepa bacteriana

degradadora de cianuro.

1.5 Marco tedrico

1.5.1. El cianuro

El cianuro encierra los elementos carbono-nitrdgeno que
estan presentes en compuestos cianurados que se puedan
determinar, como el i6n cianuro (CN’). El cianuro se caracteriza
por la presencia de un atomo de carbono enlazado a un

atomo de nitrogeno mediante un enlace triple (C=N’). El

cianuro total se clasifica en cianuros simples y complejos
(Cuadro 1). (Smit y Mudder, 1991)

En el caso de compuestos organicos que contienen
este grupo se les denomina nitrilos. El carbono y el nitrégeno
son los dos elementos que forman el cianuro y se encuentran
omnipresentes en nuestro entorno, juntos forman casi el 80 % del

aire que respiramos y ambos estan presentes en las moléculas



organicas que son la base de todas las formas de vida.

(Guerrero, 2005)

Cuadro 1. Constituyentes del cianuro total

Hierro

Cianuro Total <

Cianuro
WAD

Fuente. Smit y Mudder, 1991

1.5.2.1. El cianuro y la salud

|

[ Complejos fuertes de cianuro y metales de

[Complejos moderadamente
fuertes y débiles de cianuro y
metales (Ag, Cd, Cu, Hg, Ni,

Zinc

CN’
HCN

Cianuro
Libre

Existe una justificable preocupacion por el uso del

cianuro en ambientes industriales ya que el cianuro es



considerado una sustancia toxica. El cianuro es un
veneno de accion rapida capaz de matar a una persona
en cuestion de minutos si esta expuesta a una dosis

suficientemente elevada. (Logsdon et al., 2001)

Actualmente hay muchas fuentes diarias de
exposicion al cianuro (escapes de los automdoviles, humo
de tabaco, incendios, etc.), el cianuro no se acumula en
el cuerpo porque este lo transforma en un compuesto
menos téxico llamado tiocianato, que luego se excreta.
(Logsdon et al., 2001)

La Conferencia Norteamericana de Higienistas
Industriales Gubernamentales establece el limite umbral
tope de cianuro de hidrégeno (HCN) en el aire en 4,7
ppm. La muerte ocurre en pocos minutos con
concentraciones por encima de los 250 ppm de HCN en
el aire. (Docente H., 2001)

La toxicidad de una sustancia esta expresada
como la concentracion o dosis que resulta letal para el 50
% de los individuos expuestos. (LCsp 0 LDsy). La
concentracion letal de cianuro de hidrogeno gaseoso
(LCso) es de 100-300 partes por millén. (Logsdon et al.,
2001)



1.5.1.2. El cianuro en el medio ambiente

Existen ciertas bacterias, algas y hongos que
producen cianuro en forma natural y también muchas
especies vegetales, como los granos (Coffea arabica,
Cicer arietinum), las frutas (Pyrus malus, Prunus
avium, Pyrus communis, Prunus armeniaca, Prunus
persica y Prunus domestica), las almendras y nueces
decaju y las raices (Manihot esculenta, Solanum

tuberosum y Raphanus sativus). (Logsdon et al., 2001)

Cuadro 2. Concentracién de cianuro presente en plantas de

manera natural.

Concentracion de cianuro en plantas

Especies de plantas Concentracion (mg/kg)

Manihot esculenta (variedades dulces)

Hojas 377 - 500

Raices 138

Raices desecadas 46 <100

Phaseolus vulgaris 2100

Prunus amygdalus var.amara 280 — 2500

Sorghum bicolor Max. 2500

Fuente. Luque, 2005




En el reino animal de algunos centipedos,
milipedos e insectos (coledpteros, heterdpteros,
lepidopteros) son capaces de producir cianuro.
(Nahrstedt, 1988)

Cuadro 3. Organismos cianogénicos.

Chormobacterium violaceum

Pseudomonas aeruginosa

Bacterias _
Pseudomonas chloraphilis

Pseudomonas fluorescens

Chlorella vulgaris

Algas Nostoc muscorum

Anacystis nidulans

Marasmius oreades

Hongos Stemphyllium loti

Gloeocercospora sorghii

Prunus amygdalus var.amara

Pyrus malus

Pyrus communis

Plantas :
Prunus avium

Prunus domestica

Prunus pérsica

Fuente. Eisler, 1991.
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Organismos y animales marinos

Los peces y los invertebrados marinos son
especialmente sensibles a la exposicion al cianuro. Las
concentraciones de cianuro libre en el ambiente marino
oscilan entre 5 a 7,2 microgramos por litro. El cianuro es
mortal para una gran cantidad de especies en
concentraciones que superen los 200 microgramos por
litro.

Las algas y las macrofitas son capaces de tolerar
concentraciones de cianuro aun mas altas que las que
toleran los peces y los invertebrados y no demuestran
efectos adversos a 160 microgramos por litro o mas. La
sensibilidad de los organismos marinos al cianuro es
especifica de cada especie y se ve afectada por el pH,
temperatura y los niveles de oxigeno del agua, asi como
también por la etapa de vida y la condicién del

organismo.

Mamiferos

Los efectos téxicos del cianuro en los mamiferos
son relativamente comunes debido a la vasta cantidad de
plantas de forraje que contienen cianuro como: el sorgo,
la hierba del Sudan y el maiz. Las zonas éridas y el

aumento en el uso de estas plantas como forraje

11



favorecen la acumulacion de glucosidos cianogénicos en

ciertos vegetales. (Logsdon y col., 2001)

El valor LDsy para los mamiferos oscila entre 2,1
miligramos por kilogramo de peso y 6-10 miligramos por
kilogramo de peso (ratones blancos de laboratorio). Entre
los diez primeros minutos luego de la ingestién se
comienzan a detectar los sintomas de envenenamiento:
Excitacibon acompafiada por temblores musculares,

salivacion, etc. (Logsdon y col., 2001)

1.5.1.3. Biorremediacion

La biorremediacion puede definirse como el uso
de organismos vivos, componentes celulares o enzimas
libres con el fin de realizar una mineralizacion,
transformacion parcial o humificacion de residuos o

agentes co ntaminantes.

La biorremediacion es una tecnologia emergente
que utiliza organismos vivos (plantas, algas, hongos y
bacterias) para absorber, degradar y transformar los
contaminantes para retirarlos, inactivarlos o atenuar su
efecto en el suelo, agua y aire para retornar un medio
ambiente alterado por contaminantes a su condicion

natural. La biorremediacion puede ser empleada para
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atacar contaminantes especificos del suelo, por ejemplo
en la biodegradacion de compuestos organoclorados o
de hidrocarburos. Los métodos de biodegradacién de
cianuro es mucho mejor a los métodos fisicos y
quimicos, siendo también mas comodo y rapido. (Adjei
M., Ohta Y., 2000) (Naveen D., 2011)

Entre los microorganismos se conoce la capacidad
degradadora de muchos hongos (Fusarium, Hasenula,
etc.) y bacterias (E. coli, Pseudomonas fluorescens,
Citrobacter, Bacillus subtilis, Chromobacterium vialaceum
y especies de Pseudomonas entre otros) quienes
asimilan cianuro y lo usan como fuente de nitrégeno y/o
carbono, teniendo como intermediario al amoniaco
(Dumestre, 1997)

Son diversos los mecanismos para romper la
molécula de cianuro, uno de los mecanismos involucra a
la enzima cianuro hidratasa, que resulta en la conversién
irreversible del cianuro en formamida, que finalmente es
transformada en CO, y NH3 y el segundo mecanismo
involucra a la cianoalanina sintetasa, que resulta en la
conversion irreversible del cianuro en cianoalanina o en
un aminonitrilo, seguida de la hidrolisis de los productos

para liberar un acido y NHs. (Guerrero, 2005)
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Una tercera ruta involucra la utilizacion de cianuro
monoxigenasa para catalizar la conversion de HCN en
cianato (HOCN), lo que lleva a una descomposicion
catalitica mediada por otra enzima, cianasa para producir
el CO y el NHs. La cianasa es inducible con el cianato
mientras que la enzima cianuro monoxigenasa no lo es.
Algunas cepas bacterianas transforman directamente
cianuro en CO, y NH;z por medio de Ia
cianurodioxigenasa, sin la formacion de cianato como
intermediario. (Carroll J., 1990)

Los tratamientos bioldgicos se han convertido en
una alternativa interesante para la industria minera y
ambientes contaminados de cianuro debido
principalmente al éxito obtenido por Homestake Miningen
en su planta de Lead, South Dakota, Estados Unidos. En
esta planta, un proceso aerdbico es empleado para
remover cianuro, tiocianato, cianato, amonio y metales

provenientes de soluciones cianuradas. (Guerrero, 2005)

Primera etapa:

MexCNy + 2 H,O + %2 O - M-biopelicula + HCO; + NH3
(Me: Fe, Cu, Zn)

SCN + 2 H,0 + 5/2 02 > SO42 + HCO3™ + NH3

14



Segunda etapa:
NH," + 3/2 0> NO;* + 2 H" + H,0
NOz-l + % 0> NO3-1

Los microorganismos involucrados en el
tratamiento biolégico de cianuro y thiocianato incluyen
una mezcla heterogénea de bacterias indigenas del
suelo que se han adaptado a vivir en ambientes de
cianuro luego de una constante y continla exposicion
(Cuadro 4). Aunque el cianuro es facilmente degradado
por las bacterias aerdbicas, lo mismo no ocurre con el
tiocianato que no puede ser removido facilmente
mediante procesos anaerObicos (en ausencia de
oxigeno). En suma, el tratamiento biol6gico anaerdbico
es un proceso mas lento y mas susceptible a la
presencia de productos toxicos resultantes de la
exposicibn de otros constituyentes en el efluente.
(Guerrero, 2005)

Como en todo sistema biologico, los factores
ambientales mas criticos para una buena eficacia del
tratamiento biologico incluyen: EI pH, temperatura,
niveles de oxigeno y la disponibilidad de nutrientes.
(Guerrero, 2005)

15



Microorganismos en la biodegradacion de cianuro

El tratamiento biolégico se basa en la adaptacion y
el mejoramiento de los microorganismos indigenas tales
como las bacterias, pero la mayoria de las veces las
condiciones ambientales principalmente la composicion
guimica deberan ser previamente modificados (Logsdon
y col., 2001). EIl tratamiento biolégico de cianuro es un
fenémeno relativamente nuevo en la industria minera
(Logsdon y col., 2001). Las especies bacterias Klebsiella
sp., Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT534, bajo
condiciones alcalinas consumen el cianuro y Io
transforman en amoniaco o productos finales no téxicos.
(Luque V., 2005), (Igefio, M., 2007)

El cianuro es un compuesto altamente téxico y
actualmente son descargados aproximadamente entre 40
ppm a 100 ppm de cianuro en suelos, aguas y aire
procedentes de diferentes actividades industriales
(Gonzales, 2004) y también se encuentra en la
naturaleza en gran variedad de formas. La gran
diversidad y compleja naturaleza de los diferentes
compuestos cianurados se puede explicar en funcion de
las caracteristicas quimicas del grupo ciano (-C=N).
(Luque, 2005), (Akcil, A., 2003)
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Existen diferentes métodos quimicos, fisicos y
bioldgicos para la degradacion de cianuro a compuestos
menos toxicos. En el caso de la degradacion biologica se
han descrito tres tipos de reacciones enzimaticas para el
metabolismo del cianuro por parte de los

microorganismos. (Huertas, 2010)

a. Substitucion/transferencia:
e Rhodanasa, descrita para Thiobacillus denitrificans,
Bacillus subtilis y Bacillus stearothermophillus.

e Ciancalina sintasa, descrita para Bacillus megaterium;

b. Hidroliticas:
e Nitrilo hidratasa, descrita para Klebsiella sp.
Corynebacterium y Brevibacterium.

¢ Nitrilasa, descrita para Pseudomonas aeruginosa.

c. Oxidativa:
e Cianuro monooxigenasa, descrito para Klebsiella sp.

Géneros Klebsiellay Pseudomonas

El género Klebsiella son bacilosrectos o
ligeramente curvados, Gram negativos, oxidasas
positivas y aerobios estrictos aunque en algunos casos

pueden utilizar el nitrato como aceptor de electrones.
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El género Klebsiella son los microorganismos mas
comunmente reportados como degradadores de cianuro
pues lo pueden convertir a amoniaco y fumarato bajo
condiciones aerdbicas y anaerébicas. Usualmente crecen
en el suelo o en superficies de aguas. Por ejemplo
Klebsiella putida, Klebsiella oxytoca, Klebsiella sp., etc.
pueden emplear el cianuro como fuente de nitrégeno y
metabolizarlo hasta amoniaco (Kao, et al. 2003). Una
especie bacteriana capaz de utilizar el cianuro como la
Unica fuente de nitrogeno y el acetato como fuente de
carbono bajo condiciones alcalinas, ha sido aislado y
clasificado como Pseudomonas pseudoalcaligenes,
ademas, esta bacteria tolera hasta 30 mM de cianuro
libre y también pueden usar varios complejos de metal

cianurado incluso en presencia de amonio o nitrato.

El consumo de cianuro es un proceso de
asimilacion, ya que el crecimiento de bacterias fue
concomitante y proporcional a la degradacion del cianuro
y la bacteria convierte estequiométricamente el cianuro
en amonio en presencia de L-metionina-D y L-sulfoximina
inhibidores de la sintetasa de glutamina. La bacteria fue
capaz de crecer en medios alcalinos, hasta un pH inicial
de 11,5, y tolera cianuro libre, concentraciones de hasta
30 mM, lo que hace un buen candidato para el
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tratamiento biolégico de residuos cianurados. (Luque,
2005)

Se han reportado enzimas producidas por el
género Klebsiella que intervienen en el metabolismo del
cianuro, tales como: la fumarasa, aconitasa y la malato
quinona oxidoreductasa (Watanabe et al, 1998). También
hay reportes de actividad metabdlica de cianuro nitrilasas
y cianuro oxigenasas. (Kunz, Daniel A., 1992)

Las especies bacterianas Klebsiella spp. son
organismos heterotrofos, utilizan parte de las
sustancias metabolizadas ya sean organicas o
inorganicas para obtener energia que luego necesitaran
para convertir la otra parte de la materia organica en
células. Los procesos de sintesis se dan gracias a
los donantes de electrones que son necesarios para

obtener energia. (Gurbuz et al., 2002)
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Cuadro 4. Degradacion de compuestos cianurados,

responsables y la reaccion que se lleva a cabo.

especies

o Compuesto . ) y )
Condicioén Microorganismo Reaccion Referencia
degradado
. . HCN+ H,0 < Knowles,
HCN Stemphylium loti
HCONH, 1988
HECN Alcaligenes Indefinida enla | Ingvorsen et
xylosoxidans literatura al, 1991
_ Indefinida en la Chapatwala
HCN P. putida .
literatura et al, 1995
HEN Klebsiella stutzeri Indefinida en la Watanabe
AEROBIA AK61 literatura et al, 1998
HCN Bacillus pumilus Indefinida en la Meyers et
C1 literatura al, 1993
CIANURO | Pseudomononas Indefinida en la Nawaz et al,
ORGANICO aeruginosa literatura 1991
HCN via NADH +H" + HCN Raybuck
P. fluorescens | * Oz« HNCO + ’
HCNO H,O + NAD" 1992

Fuente. Guerrero, 2005
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Degradacion biologica de cianuro

La degradacion bioldgica, junto con la adsorcion
de compuestos téxicos por la biomasa bacteriana ha
demostrado ser capaz de eliminar el 92 % del cianuro
total, mas del 99 % del cianuro WAD y mas de un 95 %
de cobre y otros metales toxicos. Ademas, los costos de
establecimiento y operacion del sistema son competitivos
comparados con los métodos de oxidacién quimica.
(Kunz, Daniel A., 1992)

1.5.2. El gen ARNr 16S

1.5.2.1. Identificaciéon bacteriana mediante la secuenciacion
del gen ARNr 16S

Los ribosomas son organulos complejos,
altamente especializados, que se utilizan para el 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
pequeiia 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
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gue la subunidad 50S contiene los ARNr 5S y 23S junto

con unas 34 proteinas. (Rodicio & Mendoza, 2004)

El ARN ribosémico, ARNr 16S es un
polirribonucledtido de aproximadamente 1500
nucleotidos, codificado por el gen rrs, también
denominado ADNr 16S, Los &cidos nucleicos y las
proteinas, macromoléculas comunes a todos los seres
vivos, cambian con el tiempo. EI ARNr 16S fue
considerado por Woese como crondmetro 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 funcion 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 préximos. 4) Dado que resulta
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relativamente facil secuenciar los ARNr 16S existen
bases de datos amplias, en continuo crecimiento.
(Woese, 1987)

1.5.2.2. Aproximaciones moleculares

Para conocer la cepa bacteriana con capacidad
degradadora de cianuro de una comunidad microbiana
se utilizan técnicas de biologia molecular y herramientas
bioinforméticas para generar hipotesis filogenéticas
basada en la identificacion del ARNr 16S. (Woese, 1977)

El gen de la subunidad pequefia del ARN
ribosomal (SSU rRNA) es muy utilizado como marcador
molecular en estudios de filogenia y ecologia microbiana
(Liesack, 1997) debido a que: Esta presente en todos los

organismos.

- Su estructura primaria contiene regiones altamente

conservadas, alternando con regiones variables
- Su estructura secundaria es altamente conservada

- Su longitud de 1500 pb hace posible que su

amplificacion sea relativamente sencilla
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- Se cuenta con bases de datos actualizadas como la
Ribosomal Data Project y SILVA. (Yarza y cols.,
2008)

1.5.2.3. Analisis bioinformatico

El analisis del secuenciamiento y
resecuenciamiento del gen ARNr 16S se realizo

utilizando distintas plataformas bioinformaticas.

La secuencia procesada del gen ARNr 16S de la
cepa bacteriana degradadora de cianuro se compar6 con
las secuencias disponibles en base de datos, utilizando
la herramienta BlastN del NCBI, EBI, DDBJ y Ribosomal

Database Project.

NCBI (Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica, EE.UU)

El Centro Nacional para la Informacion
Biotecnolégica o (NCBI) es parte de la Biblioteca
Nacional de Medicina de los Estados Unidos (National
Library of Medicine), un area del Instituto Nacional de
Salud (National Institutes of Health o NIH), almacena y
actualiza la informacion referente a secuencias

genomicas en GenBank, un indice de articulos cientificos
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1.5.2.4.

referentes a biomedicina, biotecnologia, bioquimica,
genética y genomica presentes en PubMed el cual
destaca una recopilacion de datos biotecnoldgicos de

relevancia de todo el mundo.

Todas las bases de datos del NCBI estan
disponibles en linea de manera gratuita. E| NCBI alberga
genomas secuenciados y un indice de los articulos
biomédicos de investigacibn en PubMed Central, asi
como informacion relevante en biotecnologia y el cual es
dirigido por David Lipman, uno de los autores originales

del programa de alineacion de secuencias BLAST.

Herramientas bioinforméaticas, softwares

Los programas bioinformaticos incluyen
herramientas de comando hasta programas graficos
mucho mas complejos, como webs autbnomos situadas
en compafias de bioinformatica, instituciones publicas y

privadas en el mundo
a. Herramienta bioinforméatica, CLC Main Workbench
La herramienta bioinformatica CLC Main Workbench

que pertenece a la compafia CLC bio, a QIAGEN,

Silkeborgvej, Denmark, Alemania. ElI programa CLC
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Main Workbench es utilizado para el analisis de
datos de ADN, ARN, secuencias de proteinas
también para el analisis de la expresion génica, el
disefio de partidores, clonacion molecular, andlisis

filogenéticos y gestion de datos de secuencias.

El programa bioinforméatico CLC Workbench
estd en una continua actualizacion para mantenerse
al dia. El investigador cientifico puede personalizar la
mesa de trabajo a través del Kit de desarrollo de
software que le permite desarrollar caracteristicas de

su eleccion para la mesa de trabajo.

Herramienta bioinformatica, MEGA 6,06 (Andlisis

genético evolutivo molecular)

El programa es una herramienta integrada para
la realizacion de alineamientos de secuencias, inferir
arboles filogenéticos, la estimacion de los tiempos de
divergencia, la estimacion de las tasas de evolucion
molecular e inferir secuencias ancestrales. MEGA
6.06 es utilizado por los bidlogos en un gran namero
de laboratorios para reconstruir la historia evolutiva de
las especies e inferir el alcance y la naturaleza de las
fuerzas selectivas que determinan la evolucion de los

genes y especies. (Tamura K., Kumar S., 2013)
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Il MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion y delimitacion del area de estudio

La planta de tratamiento de aguas residuales de Magollo esta
ubicado en la provincia de Tacna, regiéon Tacna a 13 km de la ciudad de
Tacna en la zona limite de Magollo y la Yarada y contigua que va a la
carretera a la playa, 18° 06" 36,7° S y 70° 20" 28,6"W. (Zegarra A.,
2012)

Esta planta cuenta con 12 modulos de lagunas de estabilizacion,
cuatro de ellas construidas en una primera fase, los ocho restantes en

una segunda fase; cada modulo esta compuesto de una laguna primaria

y una laguna secundaria. (Zegarra A., 2012), (Anexo 1)
2.2. Poblacion y muestra
2.2.1. Poblacion
La poblacion estuvo compuesta por las bacterias mesdfilas

aerobias cultivables presentes en el pozo Ne 9 de la planta de

tratamiento de aguas residuales de Magollo.
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2.2.2. Muestra

Las muestras fueron tomadas de 3 puntos de la laguna
primaria del moédulo 9 (pozo Ne 9), sus dimensiones son: largo 160
m, ancho 95 m y profundidad 2 m, es una laguna facultativa
aerobia que presenta una colimetria alcanzada (NPM / 100ml) de
1,4 e*® y una produccién de agua tratada de 10,419 m?® al afio a
diferencia de las lagunas secundarias que presenta una colimetria
de 9,0 e*””. El médulo 9 realiza un tratamiento bioldgico de sélidos
flotantes y sedimentados, son realizados por microorganismos
vivos, cuyo metabolismo tiene lugar en presencia de oxigeno
disuelto. Los productos finales son principalmente CO, vy
H,0O.(Olga Del Carpio Velarde, 2002).

Cuadro 5. Ubicacion y caracteristicas fisicoquimica de los puntos de

muestreo.
Coordenadas | Color de | Temperatura Muestra
Fuente R pH o
la fuente C biol6gica
18°06°36,1" S .

S1 ' Negro 23,5 7,9 | Sedimento
70°20°40,1" W g |
18°06°37,8" S .

S2 ' Negro 23,7 8,1 | Sedimento
70°20°38,9° W J
18°06°39,4" S .

S3 ' Negro 23,4 8,0 | Sedimento
70°20'37,5" W J !

Fuente: Elaboracion propia.
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2.3.

2.4.

Lugar de experimentacion

Laboratorio de Microbiologia de la E.P. de Biologia-Microbiologia de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann. Laboratorio de Quimica Analitica de la E.P. de Ingenieria
Quimica de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional Jorge

Basadre Grohmann.

Disefio de la investigacion

El tipo de investigacion es basica - descriptiva, donde el muestreo
de bacterias mesofila degradadoras de cianuro se utilizé un disefio
completamente al azar. Luego se procedio a la etapa de adaptabilidad de
bacterias con capacidad degradadora de cianuro en pH 9,5 y 10 con
concentraciones del ion cianuro de 400 ppm y 500 ppm en un medio de
cultivo especifico, luego se aislé una cepa con capacidad degradadora
de cianuro en condiciones especificas establecidas de pH 10 y
concentracion del i6n cianuro de 500 ppm. Luego se procedid a la
determinacién de la actividad cuantitativa de la remocion de cianuro por

la cepa aislada en condiciones especificas establecidas.

Finalmente, se procede a la caracterizacién bioinformatica del gen
ARNr 16S (identificacion y reconstruccion del arbol filogenético) de la
cepa bacteriana degradadora de cianuro de la planta de tratamiento de

aguas residuales de Magollo, Tacna.

29



Cuadro 6.

Variables de estudio

) _ Unidades
Variables Variables Rango Instrumentos _
de medida
pH Cuantitativo pH Metro H*
Independiente | Concentracién de o .
_ Cuantitativo | Balanza analitica mg
cianuro
Actividad de la
capacidad de o ]
y Cuantitativo | Espectrofotometro nm
remocion de
Dependiente cianuro
Crecimiento de Camara de 1
) o Cel. mi
células Cuantitativo Neubauer
bacterianas

2.5. Metodologia

2.5.1. Coleccién de las muestras

Se colectaron 600 g de sedimento en 3 puntos de muestreo
del pozo Ne 9 a temperatura ambiental (Anexo 1). Se tomo la
muestra a una distancia alejada de la orila de 50 cm,
muestreada con ayuda de una draga adaptada con un volumen de
5 L (fue sumergido completamente en posicion invertida), una vez

en contacto con la muestra se dio la vuelta en sentido contrario
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para su recoleccion, luego llevado en un frasco estéril de 500 ml
de boca ancha. Las muestras fueron transportadas
cuidadosamente para su procesamiento en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional Jorge Basadre

Grohmann.

2.5.2. Adaptabilidad y aislamiento de una cepa bacteriana

degradadora de cianuro

Para el proceso de adaptabilidad se prepard un medio liquido
buffer cianurado (MLBC), las tres muestras fueron llevados a un
frasco estéril de 500 ml de capacidad donde se depositaron 50 g
de las muestras de los frascos: S1, S2 y S3.

Luego se prepard 100 ml de medio liquido buffer cianurado
(MLBC), ajustado en un pH 9,5 con concentracién de cianuro de
400 ppm en 2 matraces de Erlenmeyer de 250 ml y se autoclavo

para su esterilizacion por 20 minutos a 15 psiy 121°C.

Posteriormente, se agregé 0,5 g de muestra de sedimento
del frasco de 500 ml a cada matraz con medio liquido buffer
cianurado y se incubd a temperatura de ambiente, campo oscuro
por 3 dias (Chen et al., 2008).

Luego se realizd un subcultivo, se preparé 100 ml de medio

liquido buffer cianurado, ajustado a un pH 10 con concentracion
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de cianuro de 500 ppm en 2 matraces de Erlenmeyer de 250 ml y

se autoclavé para su esterilizacion por 20 minutos a 15 psi y
121°C. Posteriormente, fue agregado 5 ml del medio de cultivo

anterior y se incub6 a una temperatura ambiente, campo oscuro
por 3 dias. (Shabnam M., 2014)

El medio liquido buffer cianurado que fue usado como medio
de estudio de adaptabilidad presenta: K,HPO,4 4,35 g L™, NaOH 4
g L?, glucosa 0,1 g L™,1 ml de soluciones trazas FeS0,4.7H,0 300
mg L™?, MgS0,.7H,0 180 mg L™, CoCl, 130 mg L™, CaCl, 40 mg
L™, MnCl; 4H,0 40 mg L™ y concentraciones del ién cianuro de
400 ppm y 500 ppm como Unica fuente de nitrégeno (Anexo 5).
(Shabnam M., 2014)

Luego se procedié al aislamiento por diseminaciéon en un
medio sélido buffer cianurado, agregandose 0,1 ml de muestra de
forma directa y con diluciones de 107, 102, 103, 10 en las placas
Petri de 100 x 20 mm y se incubd a temperatura ambiente, campo
oscuro por 3 dias. (Shabnam M., 2014) (Chen et al., 2008)

El medio sélido buffer cianuro que fue usado como medio de
estudio de aislamiento presenta: K,HPO44,35 g L™, NaOH 4 g L™,
glucosa 0,1 g L™*,1 ml de soluciones traza FeS0O,.7H,0 300 mg L™,
MgS0..7H,O 180 mg L™, CoCl, 130 mg L™, CaCl, 40 mg L™,
MnCl, 4H,O 40 mg L™, agar agar al 1,4 % a pH 10 con
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2.5.3.

concentracion del ion cianuro de 500 ppm como Unica fuente de
nitrogeno. (Shabnam M., 2014)

Luego se procede a realizar un subcultivo en medio sélido
buffer cianurado a partir de la placa Petri crecidas con dilucién 10™

para tener como resultado un cultivo puro (Anexo 8).

El criterio para aislar las colonias crecidas en medio soélido
buffer cianurado (MSBC) en condiciones especificas establecidas,

fue la diferenciacién visual considerando: color, tamafio y aspecto.

Caracterizacién de una cepa bacteriana degradadora de

cianuro

Para la caracterizacion microscopica se realiz6 la técnica de
la coloracion Gram de un cultivo crecidas en agar nutritivo al 2,4 %
por 24 horas, observandose en el microscopio Motic BA410 y
fotografio con la camara Canon 3000. Caracteristicas generales
de especies de — Bergey’s manual of systematic bacteriology
2004.
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2.5.4. Actividad cuantitativa de la remocién de cianuro en

condiciones especificas establecidas

a. Cultivo

Se realizé un cultivo joven, se prepar6 100 ml de agar
nutritivo al 2,4 % y se autoclavé para su esterilizacion por 20
minutos a 15 psiy 121°C, luego de atemperarse se sirvié 10 ml
en 3 placas Petri, se esperd a que solidifique y luego se realizé
la siembra por estria luego se incub6 a temperatura
ambiente, campo oscuro durante 24 horas. (Potivichayanon S.,
& Kitleartpornpairoat R., 2010)

b. Determinacion quimica de la capacidad degradadora de

cianuro

Se midio6 la capacidad degradadora de cianuro de la cepa
bacteriana en condiciones de pH 10 con concentracion de
cianuro de 500 ppm, utilizando el método del &cido picrico.
(Lamarino P., 1989)

Para ello previamente a la medicion de la capacidad
degradadora de cianuro, se realiz0 la curva estandar a partir de
una solucién de cianuro de potasio KCN (0,25 mg ml™?) de la

siguiente manera (Anexo 9) (Cuadro 6).
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Cuadro 7. Elementos constituyentes para la determinacion de

cianuro libre, utilizando el método del acido picrico.

Soluciones

Sistema de fiolas

1 2 3 4 5
Sol. 1mI=50 pg CN° 0 1 2 4 8
Solucion de Niquel (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Solucién de Ac. Picrico (ml) 5 5 5 5 5

Colocar los tubos en bafio de agua hirviendo durante 20 minutos e

inmediatamente enfriarlos en bafio de agua corriente

Agua desionizada (ml) 19,5 18,5 17,5 15,5 11,5
pg CN° 0 50 100 200 400
ppm CN’ 0 0,50 1 2 4

Fuente. Lamarino P., 1989

Se mezcla bien las 5 fiolas y se lee las absorbancias en el

espectrofotbmetro Spectronic a una longitud de onda de 520

nm, previamente de mide el blanco (Fiola 1). Se grafica la curva

de correlacion entre la absorbancia y la concentracion de

cianuro libre, ademas resulté conveniente realizar una regresion

lineal y = a + bx; donde y = absorbancia, x = concentracion de

cianuro libre en ppm.

Para la determinacion de la actividad de remociéon de

cianuro por la cepa bacteriana aislada, se preparé 100 ml de

medio liquido buffer cianurado y se agreg6 10 ml en c/u de los 4
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viales con capacidad de 20 ml en condiciones especificas pH
10 con concentracion de cianuro de 500 ppm, luego en 2 viales
se agregd 2 asadas de un cultivo joven crecidas en agar
nutritivo al 2,4 %, se incub6 a una temperatura ambiente,

campo oscuro durante 4 dias.

Para la determinacion de la concentracion del nivel de
remocion de cianuro primero se tomo 1 ml de los 4 viales con
500 ppm del i6n cianuro (CN) y se realiz6 una dilucién de 10™
obteniéndose 0,5 ppm (50 pg/ml) y luego se agregd 1 ml a las 4
fiolas (Cuadro 7) y se procedioé también a realizar un control de

recuento bacteriano por 4 dias por duplicado (Anexo 12).

Cuadro 8. Procesamiento de las muestras para la

determinacién de la capacidad degradadora de cianuro libre.

Sistema de fiolas
SallElenes Reactivo Corlltrol Muestra, | Muestra,
blanco, positivo,
F1 F2 F3 F4
Dilucién 10, 1ml=50 pg CN° 0 1 1 1
Solucién de Niquel (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5
Solucion de Ac. Picrico (ml) 5 5 5 5

Colocar los tubos en bafio de agua hirviendo durante 20 minutos e

inmediatamente enfriarlos en bafio de agua corriente.

Agua desionizada (ml) | 195 | 185 | 185 | 185
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Se agit6 las 4 fiolas y se leyo las absorbancias a 520 nm,
previamente se mide el blanco. Se calculé la concentracion de
cianuro libre del blanco, control positivo (sin bacteria) y las
muestras respectivas (M), se calcula la concentracion de
cianuro libre utilizando la curva estandar de cianuro libre con la

ecuacion de regresion encontrada previamente.

La determinacion del cianuro WAD de la muestra es
determinada usando la siguiente formula. (Lamarino, P., 1989)

mg mg de CN — de la curva de calibraciéon x1000
CN — WAD (—=CN -

ml de la muestra

2.5.5 Procesamiento y envio de una cepa bacteriana degradadora

de cianuro

Se repitid el procedimiento de cultivo, revisar pagina 32,

subtitulo cultivo.

Luego se agregdb 5 ml de agua destilada estéril a las 3
placas Petri con el cultivo joven puro y con ayuda de un asa de
drigasgly se resuspendié las colonias suavemente y con ayuda de
un micropipeta de 1000 pl se retiré 1000 ul de la suspension a un
tubo eppendorf con 500 pl de agua destilada estéril y 20 % de
glicerina (99 % de pureza), realizar el mismo procedimiento en los

2 tubos eppendorf siguientes, luego se procedi6é a vortexear por 3

37



2.5.6

segundos x 2 pulsos (suavemente) y almacenar a — 20 °C (Anexo
13).

Identificacion bioinformatica del ARNr 16S de una cepa

bacteriana

Para el procesamiento del secuenciamiento del gen ARNTr
16S de la cepa bacteriana degradadora de cianuro, los productos
de PCR de aproximadamente 1 400 pb se secuenciaron mediante
el uso de 2 partidores (785 F y 907 R). La secuenciacion se realizo
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 ABI
PRISM 3700 automated DNA sequencing” (Applied Biosystems,
EE.UU.) en la empresa Macrogen Inc. En Seul, Corea del Sur.
(Mirizadeh., S. Yaghman., 2014)

Para el andlisis de la secuenciacién del gen ARNr 16S se
uso los programas Bioinformaticos 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), EBI-EMBL (Europe Bioinformatic
Institute of Europe Molecular Biology Laboratory), DDBJ (DNA
Dates Bank of Japan) y RDB (Ribosomal Database Project)
(Anexo 13).
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2.5.7 Caracterizacion filogenética del ARNr 16S de una cepa

bacteriana

Las secuencias del ARNr 16S posee un largo de 1400 —
1500 nucledtidos y fue determinado y ensamblado usando el
programa bioinforméatico Mega 6.06 (Tamura et al., 2013). Las
secuencias fueron entonces comparadas con las disponibles en
Genbank BLAST buscar (www.ncbi.nlm.gov/blast/), (Cuadro 8)
todas las secuencias cargadas fueron alineadas usando Clustal W
algorithm in Mega 6.06 (Tamura et al., 2011). Un total de 16

secuencias fueron incluidas para el analisis filogenético.

El arbol filogenético fue reconstruido con el programa
bioinforméatico Mega 6.06 usando los siguientes parametros:
Andlisis  (reconstruccion filogenética), método estadistico
(Neighbor-Joining), test de Filogenia (Método bootstrap, numero
de replicaciones de bootstrap: 1000), modelo (Maximun composite
likelihood) y sustituciones que incluyen (Transiciones +

transversiones) (Anexo 13).

39


http://www.ncbi.nlm.gov/blast/

Cuadro 9.Designacion de secuencias del ARNr 16S para el analisis filogenético

Ne Especies Cepas aislados Ne'Acceso | Fuente
1 | Klebsiella ornithinolytica JCM6096T AJ251467 C
2 | Klebsiella ornithinolytica 590681 Y17662 D
3 | Klebsiella planticola 7444 Y17663 A
4 | Enterobacter aerogenes NCTC10006T AJ251468 C
5 | Klebsiella terrigena ATCC33257T Y17658 ATCC
6 | Klebsiella terrigena SW4 Y17670 F
7 | Klebsiella sp. BEC441 Y17664 G
8 | Klebsiella oxytoca ATCC13182T Y17655 ATCC
9 | Klebsiella oxytoca 5725y Y17660 A
10 | Klebsiella oxytoca 5884 Y17661 A
11 | Klebsiella oxytoca 1128-94 Y17667 B
12 | Klebsiella sp. ALL-1 16S KC211017-1 K
13 | Klebsiella pneumoniae ATCC11296T Y17654 ATCC
14 | Pseudomonas fluorescens NO7 AB968092 H
15 | Pseudomonas pseudoalcaligenes NA2 AB109012.1 I
16 | Pseudomonas pseudoalcaligenes 14.1 KSS NR-037000 J

ATCC; A) BROOKE, M S: ibid 28, 313 (1951); B) Aislado, serotipo 02:K47, C)
Obtenido desde H Aucken, Laboratorio Central de Salud Publica, London, UK; D) J
Courmont, 1981, obtenido de W Frederiksen, Instituto del suero Statens, Denmark;
F) EDMUNDS, P N: J. Infect. Dis. 94, 65 (1954); G) obtenido desde D. F. Perry,
BioEurope, Toulouse, France H) Coleccion Lianlai Li. 1) Planta de procesamiento de
agua, Egipto. J) Coleccion de cultivo LMG 1225 K) Aislado en China.
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[ll. RESULTADOS

3.1 Adaptabilidad de bacterias degradadoras de cianuro

Fueron tres muestras de sedimento utilizados de la laguna Ne 9 de

la PTAR para adaptar bacterias con capacidad degradadora de cianuro.

El medio de cultivo especifico utilizado es el MBLC (Medio buffer liquido
pH 95 y

cianurado),

concentracion de cianuro de 400 ppm por 3 dias.

en condiciones especificas establecidas,

Finalmente, se realizd6 un recuento bacteriano obteniendo los

siguientes resultados por duplicado. (Cuadro 10)

Cuadro 10. Proceso de adaptabilidad de bacterias degradadoras de

cianuro libre.
Tiempo h
0 24 48 72
Muestra
Ne de Ne de Ne de Ne de
pH . pH . pH . pH .
bacterias bacterias bacterias bacterias
Muestral | 9,72 +++ 9,51 +++ 9.21 +++ 9,07 +++
Muestra 2 | 9,58 +++ 9,41 +++ 9,10 +++ 8,95 +++

Interpretacion: En el cuadro 10 se realiza un conteo del Ne de bacterias

con la camara Neubauer donde se observa la abundancia de bacterias

designado como (+++) en condiciones especificas,

concentracion de cianuro de 400 ppm evaluados por 3 dias.
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Se realizé un subcultivo a partir de la muestra adaptada de pH 9,5y

concentracion del ion cianuro de 400 ppm, retirandose un volumen de 5

ml y se llevé a 100 ml de medio liquido buffer cianurado en condiciones

especificas, pH 10 y concentracion del i6n cianuro de 500 ppm por 3

dias.

Finalmente, se realiz6 un recuento bacteriano obteniendo los

siguientes resultados, por duplicado. (Cuadro 11)

Cuadro 11. Proceso de adaptabilidad de un subcultivo de bacterias

degradadoras de cianuro libre.

Tiempo h
Oh 24 h 48 h 72 h
Muestra

Ne de Ne de Ne de Ne de

pH _ pH _ pH . pH .

bacterias bacterias bacterias bacterias

Muestra 1 10,3 +++ 10,1 +++ 9.78 +++ 9,53 +++
Muestra 2 | 10,05 +++ 9,91 +++ 9,7 +++ 9,41 +++

Interpretacion: En el cuadro 11 se realiza un conteo del Ne de bacterias

con la camara Neubauer donde se observa la abundancia de bacterias

designado como (+++) en condiciones especificas de pH 10 con

concentracion de cianuro de 500 ppm evaluados por 3 dias.
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3.2 Aislamiento y caracterizacion de una cepa bacteriana degradadora

de cianuro

Las tres muestras de sedimento de la planta de tratamiento de
aguas residuales se utilizaron para aislar bacterias degradadoras de
cianuro, utilizando el medio de cultivo MSBC (medio solido buffer

cianurado).

En base a las diferencias en la morfologia, se aisl6 y caracterizé
microbiolégicamente un cultivo de la placa Petri con dilucion 10 y el que
mayor poblacién presenté (Figura 1), luego se procedié a realizar la
caracterizacion cultural de un subcultivo puro del medio sélido buffer
cianurado (Figura 2), luego se realizo la caracterizacion microscopica del
subcultivo puro del medio sélido buffer cianurado (Figura 3) y del

subcultivo puro del medio agar nutritivo al 2,4 % (Figura 4).
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Figura 1. Caracteristicas culturales: colonias cianuro positivo, formas
circulares ovaladas, bordes uniformes, color transparente, cultivado en
medio solido buffer cianurado, pH 10 y concentracion de cianuro de 500
ppm a temperatura ambiente por 3 dias.

Figura 2. Caracteristicas culturales del cultivo puro: colonias cianuro

positivo forma circulares ovaladas, bordes uniformes, color
transparentes, cultivado en medio sélido buffer cianurado, pH 10 y
concentracion de cianuro de 500 ppm a temperatura ambiente por 3 dias.
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Figura 3. Andlisis microscépico de luz visible del cultivo puro: bacterias

Gram negativas, formas cocobacilares bien definido, cultivado en medio
sélido buffer cianurado, pH 10 y concentracion de cianuro de 500 ppm a

temperatura ambiente por 2 dias.

Figura 4. Andlisis microscopico de luz visible del cultivo puro: bacterias

Gram negativas, formas bacilares, fue cultivado en medio agar nutritivo al

2,4 %, temperatura ambiento por 1 dia.
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3.3 Actividad cuantitativa de la remocién de cianuro

3.3.2 Determinacién de la curva patron de cianuro libre

Abs 520 vs PPM

0.800

7
0.700 y=0.3178x+0.0503

R?=0.9746 / 0657
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£ /
[ =
© 0.500
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n /
(1]
‘G 0.400 404
c
(5]
£ /
S 0.300
2
2 %
0.200
0.100
0.000 400 . . . . .
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Concentracion CN- libre PPM

Figura 5. Método de espectrofotometria de luz visible 520 nm,
presenta un nivel de correlacion entre la concentracién de cianuro
y la absorbancia de 0,974, siendo muy bueno, utilizando el

método del &cido picrico.
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Cuadro 12. Datos analizados de la curva patrén para la determinacion de

cianuro libre, utilizando el método del acido picrico.

Caracteristicas Sistema de fiolas

F1 F2 F3 F4 F5
Medidas, Abs. 520nm 0 0,124 0,247 0,394 0,635
Medidas, Abs. 520nm 0 0,132 0,256 0,409 0,640
Medidas, Abs. 520nm 0 0,130 0,257 0,409 0,695
Media Abs. 520 nm 0 0,129 0,253 0,404 0,657
pug CN° 0 25 50 100 200
ppm CN’ 0 0,25 0,50 1 2

Interpretacion: En la figura 5 el nivel de correlacion entre la concentracion
de cianuro libre en ppm y la absorbancia es 0,97, el cual indica que es muy
bueno para establecer una curva de correlacién. En el cuadro 12 se
enumeran las mediciones de las absorbancias realizadas por triplicado a

diferentes concentraciones de cianuro libre.
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3.3.2 Determinacion de la actividad de remocién de cianuro

Concentracion CN- libre vs horas

0.21 J‘
0.18

0.15

0.12

& Muestra 1l
0.09 §

B Muestra 2

0.06 Control +

Concentracion PPM CN- libre

0.03

0 24 48 72 96 120
Horas

Figura 6. El efecto de la remocion de cianuro libre (CN™ Line) por la cepa
bacteriana. El experimento fue repetido dos veces y evaluado por 4 dias a

pH 10 con concentracion de cianuro de 500 ppm a temperatura ambiente.
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Cuadro 13. Datos analizados de la remocidn de cianuro por la cepa
bacteriana JCC16

Tiempo h
Oh 24 h 48 h 96 h
Muestras
Abs. | ppm | Abs. | ppm | Abs. | ppm | Abs. | ppm
CN-Iibre CN-Iibre CN-Iibre CN-Iibre

M1 0,424 | 0,185/ 0,191 | 0,111 | 0,129 | 0,091 | 0,016 | 0,055

M2 0,423 | 0,186 | 0,202 | 0,114 | 0,141 | 0,095 | 0,007 | 0,052
c* 0,430 0,182 | 0,395| 0,175 | 0,410 | 0,172 | 0,405 | 0,168

M1= Muestra 1
M2= Muestra 2
C* = Control

Interpretacion:

En la figura 6 y el cuadro 13, se observo la actividad especifica
sobre el cianuro de la cepa JCC16, indicando la disminucién clara de la
concentracion final de cianuro al cuarto dia de evaluacion, muestra 1 de
0,055 ppm y la muestra 2 de 0,052 ppm y siendo constante el control

positivo C*= 0,168 ppm.
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Figura 7. Conteo de las células bacterianas a partir de una biomasa

determinada. El experimento fue repetido dos veces y evaluado por 4

dias a pH 10 con concentracion de cianuro de 500 ppm a temperatura

ambiente.

Cuadro 14. Datos analizados del recuento de células bacterianas y la

cantidad de cianuro libre presente en ppm

Tiempo h
M. Oh 24 h 48 h 96 h
Ne Cel. ppm | NeCel. | Ppm | NeCel. | ppm Ne Cel. ppm
UFC/ml | CNjyre | UFC/mI | CNijipre | UFC/mI | CNjpe | UFC/mI | CNjire
M1 2,57x10" | 0,185 | 2,8x10’ | 0,111 | 2,5x10" | 0,091 | 0,97x10’ | 0,055
M2 2,9x10" | 0,186 | 3,4x10’ | 0,114 | 3,0x10" | 0,095 | 1,2x10" | 0,052

M1= Muestra 1
M2= Muestra 2
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Interpretacion

En la Figura 7 y el cuadro 14, se observa el crecimiento y la
disminucion progresiva del nimero de células bacterianas por los 4
dias evaluados y tiene una relacion comun con la disminucién del

cianuro como sustrato y Unica fuente de nitrégeno.

3.4. Anédlisis del secuenciamiento del ARNr 16S

3.4.1. Identificacion molecular del ARNr 16S de una cepa

bacteriana degradadora de cianuro

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,

Cuadro 15. Similitud de la secuencia del ARNr 16S para la cepa
JCC16 en BLASTN del NCBI

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

Klebsiella sp. ALL-1 16S
JCC16 ribosomal RNA gene, 99 0,0 99 KC211017.1
partial sequence

Fuente: Elaboracion propia.
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Cuadro 16. Similitud de la secuencia del ARNr 16S para la cepa
JCC16 en BLASTN del EBI - EMBL (Europe

Bioinformatic Institute of Europe Molecular Biology

Laboratory)
Muestra Pariente mas cercano en BLASTN
Cepa L Cobertura E Identidad
Descripcion Acceso
% value %

Klebsiella sp. ALL-1 16S
JCC16 ribosomal RNA gene, 99,5 0,0 99,5
partial sequence

EM_PRO:KC
211017

Fuente: Elaboracion propia.

Cuadro 17. Similitud de la secuencia del ARNr 16S para la cepa
JCC16 en BLASTN del DDBJ (DNA Data Bank of

Japan).
Muestra Pariente mas cercano en BLASTN
Cepa L Cobertura E Identidad
Descripcion Acceso
% value %
Klebsiella sp. ALL-1 16S 99 0.0 99 KC211017 1

JCC16 (ihosomal RNA gene,
partial sequence

Fuente: Elaboracion propia.
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Cuadro 18. Similitud de la secuencia del ARNr 16S para la cepa
JCC16 en SegMatch del RDB (Ribosomal Database

Project).

Muestra Pariente mas cercano en SeqMatch

Cepa L Cobertura E Identidad
Descripcion Acceso
% value %

Klebsiella sp. ALL-1 16S
JCC16 ribosomal RNA gene, 99 0,0 99 KC211017.1
partial sequence

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion

Los cuadros 15, 16, 17 y 18 consultados en las diferentes
bases de datos NCBI, EBI — EMBL, DDBJ y RDB se observa que el
99 % del query secuenciado de la cepa JCC presenta matches con
el hit de la cepa Klebsiella sp. ALL-1 16S depositada en la base de
datos (identidad) y un 99,6 % de la secuencia del query fue
alineado con dicho hit (cobertura). Ademas, se obtuvo para el
alineamiento un valor de E - value menor a 0,02; lo cual indica que

es un alineamiento muy confiable.

Los score de los hits seleccionados para el alineamiento con la
secuencia problema son los mas altos como se observa en el arbol
filogenético de la cepa JCC16, 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
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cual fue construido por el método del vecino mas préximo “Neighbor
- joining”, empleando técnicas generales de aglomeracion de datos
para el analisis de secuencias, sirviéndose de la distancia genética

como un medidor de aglomeracion.

3.4.2. Andlisis filogenético del ARNr 16S de la cepa bacteriana

degradadora de cianuro.
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100

g1y Klebsiella ornithinolytica partial 165 rRNA gene strain JCMG096T.
98 | Klebsiella ornithinolytica 16S rRNA gene strain 590681 partial.

81 Klebsiella planticola 165 rRNA gene strain 7444 partial.

77| = Enterobacter aerogenes partial 165 rRNA gene strain NCTC10006T.

Klebsiella terrigena 165 rRNA gene strain ATCC33257T partial.

541 DD— Klebsiella termigena 165 rRNA gene strain SW4 partial.

—— Klebsiella sp. 165 rRNA gene strain BEC441 partial.

1001 Klebsiella oxytoca 16S rRNA gene strain ATCC13182T partial.

2N Klebsiella oxytoca 165 nbosomal RNA gene partial sequence.

86 [ Klebsiella oxytoca 16S rRNA gene strain 5884 partial.

63 L Klebsiella oxytoca gene for 165 nbosomal RNA partial sequence.

— @ Klebsiella sp. ALL-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence.

—— Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae 165 rRNA gene strain ATCC11296T partial.

0.02

Pseudomonas fluorescens NO7 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

Pseudomonas pseudoalcaligenes gene for 165 rRNA complete sequence strain:NAZ.

99 L—— Pseudomonas pseudoalcaligenes partial 165 rENA gene strain 14.1 KSS.

Figura 8. Arbol filogenético de la cepa bacteriana JCC16, se utilizaron 16 secuencias de ARNr 16S. El arbol filogenético fue
construido usando el método Neighbour-joining, paquete Mega 6.06 (Tamura et al. 2011). El nimero en cada ramificacion
indica un porcentaje por encima del 50 % dando fiabilidad en la reconstruccién del arbol utilizando un valor de bootstrap de

1000 replicaciones.

Fuente. Elaboracion propia
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IV. DISCUSION

Adaptabilidad y aislamiento

Las muestras de sedimento extraidas de la planta de tratamiento de
aguas residuales de Magollo, en la primera etapa de adaptabilidad presenta
un crecimiento favorable en un medio de cultivo especifico MBLC (pH 9,5; 10
y concentraciones de cianuro de 400 y 500 ppm), por que las caracteristicas
fisicoquimicas del medio son favorables para el desarrollo de
microorganismos degradadores de cianuro y ademas, la naturaleza de la
muestra tipo sedimento se caracteriza por presentar altas densidades de

poblaciones de microorganismos.

Los sedimentos microbianos ademas de presentar en su mayoria
comunidades  organdétrofos  también poseen comunidades  de
quimioorganotrofos, caracteristico de los microorganismos degradadores de
cianuro y su capacidad de adaptabilidad. En estudios previos el cianuro fue
tratado biolégicamente por: Bacillus, Pseudomonas y Klebsiella. (Watanabe
et al., 1998)

Ademas se debe recalcar que el medio utilizado para el proceso de
adaptabilidad y aislamiento de una cepa degradadora de cianuro es un
medio de cultivo especifico MLBC (medio liquido buffer cianurado),
obteniendo actividades considerables tal como lo indica (Shabnam M., 2014)
quien utilizé un medio buffer obteniendo cepas degradadoras de cianuro.
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El aislamiento realizado corresponde a una especie, la cual esta en
concordancia con los trabajos de bacterias cianuradas, Klebsiella oxytoca
aislado desde aguas residuales industriales cianurados y que es capaz de
biodegradar cianuro a productos finales no toxicos, siendo el cianuro

utilizado como la Unica fuente de nitrégeno. (Kao et al., 2003)

Asi mismo la cepa bacteria aislada presenta forma cocobacilar, Gram
negativo como lo reportado (Chen et al.,, 2008), quién indic6 que las
muestras aisladas, las caracteristicas predominantes de microorganismos

observables degradadores de cianuro son: Gram negativas y cocobacilares.

Actividad de la remocién de cianuro

La cepa bacteriana muestra un crecimiento favorable en un medio de
aislamiento selectivo, medio solido buffer cianurado (MLBC), se debio a la
capacidad biol6gica de degradar cianuro en condiciones de pH 10 y

concentracion del ién cianuro de 500 ppm a temperatura ambiente.

Klebsiella oxytoca es una especie bacteriana relacionada con la cepa
bacteriana trabajada, es capaz de biodegradar el cianuro en subproductos
no toxicos en medio solido buffer cianurado teniendo como Unica fuente de

nitrogeno el cianuro. (Kao et al., 2005)
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La cepa bacteriana pura seleccionada JCC16 es considerada con
capacidad removedora de cianuro, mostrando una actividad especifica
promedio de 3,04 mgL*h? en un medio liquido buffer cianurado (MLBC) a
pH 10 con concentracion del idn cianuro de 500 ppm, temperatura ambiente

por 4 dias.
Andlisis fenotipico y molecular

Los productos de PCR amplificados por los oligonucleétidos

universales, 785 F y 907 R coincidieron con el tamafio del ARNr 16S.

La cepa JCC16 presentdé una similitud con el género Klebsiella
respectivamente, lo cual es apoyado con los criterios fenotipicos de (Chen et
al., 2007), se observan colonias transparente ovaladas de bacterias Gram

negativas y de formas cocobacilares.

Asi mismo, la cepa JCC16 presenta un 99 % de identidad con la cepa
Klebsiella sp. ALL-1, aislado en China, lo cual indica su naturaleza adaptativa
a diferentes ambientes. Los valores hallados de identidad entre el gen ARNr
16S son mayores o iguales a 97 %, lo cual es aceptado para ejercer relacion
entre la cepa a nivel de especie. (Stackebrandt & Goebel, 1994)
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V. CONCLUSIONES

La planta de tratamiento de aguas residuales de Magollo, Tacna,
presenta una cepa bacteriana degradadora de cianuro por encima de
las condiciones naturales establecidas (pH 10 y concentracion de

cianuro de 500 ppm).

Se logré determinar la capacidad degradadora de cianuro por encima
de las condiciones naturales establecidas (pH 10 y concentracion de
cianuro de 500 ppm) cuya actividad promedio de remocién de cianuro
es de 3,04 mgL™h™.

Se logro la identificacion molecular del ARNr 16S de la cepa bacteriana
JCC16 con una similitud del 99 % con Klebsiella sp. ALL-1
respectivamente. Se logro la reconstruccion del arbol filogenético con
un nivel de confiabilidad mayor al 50 % con las especies mas cercanas

del género Klebsiella.
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VI. RECOMENDACIONES

Cultivar en un medio liquido buffer cianurado, cultivo selectivo especifico,

(sin glucosa) siendo el cianuro la Unica fuente de nitrdgeno y carbono.

Usar consorcios bacterianos para mejorar la eficacia de biodegradacion

de cianuro.

Aplicar un método que permita la deteccion y cuantificacion de cianuro

total.

Realizar un continuo control del pH para evitar que los iones cianuro se

volatilicen y asi determinar con mayor exactitud el cianuro libre.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Ubicacion geogréfica de la planta de tratamiento de aguas
residuales de Magollo, Tacna.

% -18:110190;-70341 277,

O

Fuente. Elaboracion propia
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Anexo 2. Caracteristicas culturales de la cepa bacteriana degradadora de
cianuro de la planta de tratamiento de aguas residuales de Magollo, Tacna.

Tamafio
Cepa Forma Aspecto Color
(mm)
JCC16 | Circular Cremosa Transparente 3 mm

Fuente. Elaboracion propia

Anexo 3. Medio de cultivo liquido buffer cianurado especifico (MLBC).

Cantidades
Materiales 100 ml Cantidad. g/100 ml pesadas
g/100 ml
K:HPO, 0,435 0,435
NaOH 0.4 0.4
Glucosa 0,1 01
Soluciones trazas adicionar (1 ml) Cantidad. mg/100 ml
FeSO,7H,0 30 30,11
Sulfato de magnesio Heptahidratado
18 20

MgSO47H,0
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Cloruro de calcio CaCl, 4 12,1

Cloruro de cobalto CoCl, 13 14,6

Ajustar los dos Medios Buffer pH 9,5y 10

Cianuro de Potasio mg. (KCN) 100y 125

Fuente. Shabnam., 2014

Anexo 4. Proceso de adaptabilidad de bacterias degradadoras de cianuro.

25 ml de medio base 25 ml de medio base 25 ml de medio
sales minerales sales minerales base sales
glucosa con 400 ppm glucosa con 400 ppm minerales glucosa
KCN, pH: 9.5 KCN, pH 9.5 con 500 ppm KCN,
(Duplicado) (Duplicado) pH 10 (Duplicado)

Fuente. Chen et al., 2008.
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Anexo 5. Flujogramas del proceso de adaptabilidad de bacterias
degradadoras de cianuro.

Laboratorio de Microbiologia

| Agregar 50 g de cada punto de muestreo |

Transporte al laboratorio

WT\K\F\M F\

B

M1 M2 M3
(2009) (2009) (200g)
092000

M1
oM.
@\

e

M1 M2 M3

(2009) (2009) (2009)
Agregar 0,5¢

| Adaptabilidad microbiana |

Materiales 100 mL Cantidad
g/100 mL
KHPO, 0,435
NaOH 04
Poso Ne 9 gucosa o MBLC \
Tres puntos de muestreo M1, M2, M3. ) ) ) 100 mi ‘ ‘
Soluciones trazas adicionar (1mi) Cantidad.
A = mg/100 ml
FeS0,7H,0 30 100 ml 100 ml
el el
Sulfato de magnesio Heptahidratado 18
MgSO7H,0 400 ppm CN-ypH 500 ppm CN-y pH
Cloruro de caicio CaCl, 4 9,5 10
Ajustar los dos Medios Buffer pH 9,5y 10 Incubar a temperatura de ambiente por 3
Fuente. C.Y. Chen 2008 Cianuro de Potasio mg. (KCN) 100 y 125 dias, (evaluar)

| Metodologia del proceso de adaptabllidad de bactsrias degradadoras de clanuro |

Agregar 50 g de cada O
punto de muestreo ) L '
/ MLBC MLBC MLBC
/7 i Agregar 0,5 ¢ de 100 ml,
muestra acada

100 ml,

: \ 400 ppm CN-y pH.  \ 300 ppm CN-y pH. 10
medio de cultivo 95

M1 M2 M3 (MBLC) i

(2009)  (200g) (200g)

& >

5ml
100ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
MLBC MLBC MLBC MLBC MLBC MLBC
Incubar a temperatura de ambiente Incubar a temperatura de

Fuente. C.Y. Chen 2008 por 3 dias, (evaluar) ambiente por 3 dias, (evaluar)
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Anexo 6. Recuento en camara de Neubauer, el recuento se hara en 25
cuadrados o 5 (la de los extremos y la central), y con la férmula

correspondiente

Esquema de la camara de Neubauer

N = (X25)(25)(10%)

Anexo 7. Aislamiento de una cepa bacteriana degradadora de cianuro.

Medio de cultivo sélido
buffer cianurado, pH:
10 y concentracion de
cianuro de 500 ppm

Colonias

Fuente. C.Y. Chen., 2008
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Anexo 8. Flujograma del proceso de aislamiento de una cepa bacteriana
degradadora de cianuro

Metodologia de aislamiento de una cepa bacteriana degradadora de cianuro

1mL 1mL 1mL

.

N\

e

I
o om
1mL ‘

/ v o,1ml

[y
|

10 ml 10 ml 10 ml

Joimi ;I’Ov”"' J 01m  Medio de Cultivo solido buffer

9 cianurado, pH 10 y concentracién
\ de cianuro 500 ppm
Caracterizacion de una cepa
B
104

— - bacteriana degradadora de

AT\
54

11000
104 102 102 cianuro

100 ml,
500 ppm CN-y pH 10

Colonias

Incubar a temperatura de ambiente por 3
dias, (evaluar)

Fuente. C.Y. Chen., 2008
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Anexo 9. Curva patron para la determinacion de cianuro libre utilizando el
método del &cido picrico.
. Fiola Fiola Fiola .
Soluciones (M1) (M2) (M3) Fiola (M4)

Sol.2,7ml=25 pg CN’ 0 2,7 54 10,4
Solucion de Niquel (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5
Solucion de Ac. Picrico (ml) 5 5 5 5
Agua desionizada (ml) 19,5 16,8 14,1 9,1
pHg CN° 0 25 50 100
ppm CN° 0 0,25 0,50 1
Medidas de la Abs 520nm 0 0,191 0,351 0,614

| Oug/25ml | 25ug/25ml | 50ug/25ml | 100ug/25ml |

Fuente. Lamarino. P.F., 1989.
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Anexo 10. Evaluacion de la remocion del cianuro utilizando el método del
acido picrico.

0 horas 24 horas

48 horas 96 horas

Fuente. Lamarino. P.F., 1989.

Anexo 11. Evaluacién microscopica e incubacion de las muestras
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Anexo 12. Flujograma del proceso para la determinacion de la capacidad degradadora de cianuro

por una cepa bacteriana

Metodologia para la determinacion de la capacidad degradadora de cianuro por
la cepa bacteriana JCC16

Curva de correlacion concentracion
de cianuro y absorbancia

Concentracion CN- libre vs horas

2021
i
. 0.18 &

S A A
5 0.15
£ 012 e
é 0:09 ™ ¢ Muestral
e MMuestra 2
£0.06 "
E - AControl +
5°
0
0 24 48 72 9% 12
Horas
t Mediciones por
espectrofotometria de ion
Espectrofotémetro UV 520 nm CN-
Muestra, F3  Muestra, F4 Reactivo
Fuente. Lamarino. PF., 1989 peango, Ft
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Sistema de fiolas
Soluciones Muestra Control Muestra, Muestra,
blanco, F1 | positivo, F2 E3 F4
Dilucién 10", 1ml = 50 ug CN- 0 1 1 1
Solucién de Niquel (ml) 05 05 05 05
Solucion de Ac. Picrico (ml) 5 5 5 5

Colocarlos tubos en bafio de agua hirviendo durante 20 minutos e inmediatamente

enfriarlos en bafio de agua corriente.

Agua desionizada (ml) | 195 | 185 | 185 | 185




Anexo 13. Flujograma del procesamiento para el envio de la muestra y la posterior caracterizacion

del ARNr 16S de una cepa bacteriana

Metodologia del procesamiento para el envio de la muestray la posterior
caracterizacion del ARNr16S de una cepa bacteriana degradadora de cianuro

Cepa bacteriana JCC16
degradadora de cianuro en
medio agar nutritivo al 2,4 %

24 %

Caracterizacion y
andlisis filogenético

Agregar 5 ml agua
destilada

Cultivo bacteriano en
medio agar nutritivo al

Resuspender las
colonias suavemente

Retirar 1000 pl de la =T
suspension  © % [1
Y2,
J

\= 2ml
/k\/' g } » . Vortexear por 3

500 ml,
glicerina
al 20 %

\ \-/ \\_/ segundos x 2
pusos
Cultivo bacteriano en Cultivo bacteriano en ‘ (suavemente)
medio agar nutritivo al medio agar nutritivo al E 2
2,4 % 2,4 % -~

del ARNr 165 o Procesamiento de la  Secuencia del gen ARNr 16S, 907R ‘ =
—— a o secuencia ARNr 1 3
erinvacon % 168, programa CLC Empresa Macrogen
NCBI Workbench Inc. En Sedl, Corea \J \J \J
Eoome s : del Sur 2ml 2ml 2ml
— Secuencia del gen ARNr 16S, 785F
———e [¢ — "
¢ ! DDB] ¢ i - - macrogen

MEGA6,06 &=

Fuente. Elaboracién propia.
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Anexo 14. Secuencia del gen ARNr 16S, 907R

f
File: RC-8_907R.abl Rum Ended: 2015/10/28 4:1:28 Signal G:3341 A:2603 C:4760 I"3397
Sample: RC-8_907R Larne: 74 Base spacing: 15.6144905 923 bases in 11233 scans Page I of 2

10 0 jo 40 50 60 7o 0 50 100 110 120
CAAMIT GOAE KTCCM GCIGTCACTTMCGCGT TAGCTCCOQ AMGCCACT CCTCAAGGAAMCANCCTCCAAG TCOACATCA TTTACAGCOG TOQ AC TACCAGQAG TATCTAATCCTATT

B O A D W e e e e s 6 e 0 S 5 b o e WS et O S Jlr\’\ B AN YN

AP AN ;“‘)'{\“'\ ALY .-"'J.'u“u"ﬂ. afh

13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
TGC TCCCCACGC TTTOGOACC TGAGCGTCAGTC TTTAGTOCAGGAGGCCGCO TTOGCCACCG G TATTCCTC CAGATC TCTACGOATTTOACCGC TACACCTGA AATTOTACCCOCC TOTA

e oo AR At \/\W AR AN AR AR A AR A A AV A AN

260 270 260 290 EL0 Al o EEL) 340 s 60
CAMGACTC Ty \GCC TGUCAGTTTCGAATGUCAGT TOCCCAGG TTGAGCCCGGEGEGE ATTTCACATCCGACTTG ACAGACCGOCTGCGTGUGU T T \CGC‘CC WGTAATTCCGATTAACGC TTGCACCCT

U

fv/ A AN \/‘J ALY ﬁ AN 'ﬁ.-".,-'“u‘uﬁﬁ e nv !’-,-'"J1«"'f'u,-"-='q‘-“\.f"u-"j".n'\-”u"‘*w"".fp'»"":' MMV A AR

370 410 420 4140 450 460 a7 480
CCGTATTACCACGAE TG TAGEACAA G T TAGEC GGTACTTC T TCTGEG AGTACTTC AATGAAAAT GOTTATT ALCE ATTCCCCCTTCETCETCGET GAMGT ACTT TACAACCE GAAGGECTTE
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TTCATACACGCGACATGAGCTAC ATCAGAC TTACGCCCATTATAGC AATATTCCCCAC TGO TGCCTCCCGTAGGAGTCTGOACCATATC TCAGTTCCAGTATGAGCTAGGTCATCCTCTCAGACCAGUTA

Fuente. Empresa Macrogen Inc. En Seul, Corea del Sur.
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Anexo 15. Secuencia del gen ARNr 16S, 785F
f
File: RC-8_T85F.abl Run Ended: 2013/10/28 4:1:28 Signal G:4913 4:4054 C:4817 T:4098
Sample: RC-8_785F Lane: 76 Base spacing: 15.618603 1033 bases in 12413 scans Page I of 2

10 20 30 A0 50 i) 7o i El] 100 110 120
AAGE © TACGGNG NG TCGCTTG GAGGTIGITC CTTO MMGAGTGOCTTCCGAAGCTAAC G GTTAAGTCOACCGCCTOGGO AGTACG GCCOCAAGS TTAAAAC TCAAATGAATTGO ACGH GG

A
R T i f\)n'L, A M e AN

130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 23
ACCCGCACAAGC GG TG OAGCATGTAGTT TAATTCAATGUAACGCOAAMAACCTTACCTACTCTTG ACATCCACG G AAME TTTTCAGAGATGAATTAGTGCC TTCAGA AMCCG TGO AGACAGGET

Atanpe A A A A A AN AR ‘lh Vst Wy f".u TN LTy W" MaAnifaa A f‘j

150 260 270 3o 0 50 360
GUTECATGGOTGTOGTCAGC TCGTG TTGTG Al \'I'G'J".I'GG(]T'['.\.-\G'['CCCGC LACG ‘.GCG[‘ \.\C‘CC']"]'.\'I'CCT'I'Tﬂ'l"l'GCC.\GCG \'I"I'CGGTC‘GGG.\.\[‘TC AAAGGAGACTGCCAGTOATAAACT

f"[\'\ "Mu”thx uﬂ. E[ J\ W \»" n A '{“ ’W V\ Wi W'“' “ 'u"i'{ -h’\ EMA lll"'\f w }\L- i f‘\J\"" 'U'aﬂ[“ H"

470 490

LeleR GG \GGLG(J(JCI ]0 ACGTCA GIL ATC A IGGLLLll AC QA C-l WIGGCT L L WCGTGCTA L_\ TGGC AT, [\(_, AADAGA GL.K.I LLILGLQ WG AGE AAGC GG A LLIL\I \GI IO]LK.II

il sl fg% ey f/\ il
R

S00 S 20 530 540 550
GTCCGGATCGG FTFTG( A \FTfﬂ \f"Tf‘(‘ﬂTﬂ AAGTC GG \TF‘GFT‘ VGTA \TF‘(TTFF T{" WG

'J .,

Fuente. Empresa Macrogen Inc. En Seul, Corea del Sur
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Anexo 16. Reporte de analisis del gen ARNr 16S, 907R por Macrogen,

Korea del Sur
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Anexo 17. Reporte de analisis del gen ARNr 16S, 785F por Macrogen, Korea

del Sur,
2810015 Macrogen Online Sequencing Order Systerm
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