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RESUMEN

En este trabajo se investigd la capacidad de decoloracién de las
bacterias termofilas del cepario del Laboratorio de Bioquimica con actividad
enzimética tipo lacasa sobre tintes sintéticos industriales especialmente tintas
de impresion que se liberan en los efluentes industriales en el momento del

destintado del papel reciclado.

Por tal motivo, se seleccionaron los cultivos bacterianos termofilos
CB-13, CB-25, FT-6 y TM-12, que presentaron mayor actividad enzimatica
tipo lacasa en medio sélido para los cuatro sustratos evaluados (2-MP; 2,6 —
DMP; ABTS y SRG). Y entre ellos, se eligio a TM-12 por presentar el mayor
potencial para la decoloracion de tintes sintéticos en pruebas de tubos de
ensayo, el cual fue identificado bioguimica y molecularmente como

Geobacillus sp.

Durante el estudio de las cinéticas de remocion del tratamiento
biolégico con Geobacillus sp. TM-12, se alcanz6 un porcentaje de
decoloracion superior al 75 % para los tintes azoicos en periodos de tiempo
menores a las 24 horas; ademas, se observd cambios en los espectros de
absorcion sefialando la degradacién quimica del tinte. De la misma forma, el
tratamiento del efluente de destintado simulado se logré el 60 % de
decoloracion a las 14 horas. Concluyendo que si es posible la
biodecoloracion de tintes sintéticos durante el tratamiento biolégico con

bacterias terméfilas con actividad enzimatica tipo lacasa.



xi



I. INTRODUCCION

En la actualidad existen mas de diez mil diferentes tintes sintéticos
gue se utilizan en diversos procesos industriales, desde la coloracion de
alimentos o0 cosméticos hasta la imprenta e industria textil, cuyas
propiedades fisicas y quimicas son mejoradas para que sean mas estables a
los factores ambientales y permanezcan por mas tiempo en el producto final.
Sin embargo, se ha originado un grave problema ambiental debido al
incremento de la resistencia de estos tintes sintéticos a los métodos
convencionales de degradacion por agentes quimicos y biolégicos (Robinson
et al.,, 2001; Chacko & Subramaniam, 2011), lo que ocasiona que
permanezcan durante largos periodos de tiempo en el medio ambiente sin
poder controlar las consecuencias adversas para los seres vivos y el
ecosistema por su naturaleza téxica y mutagénica (Chung & Cerniglia, 1992;
Ratna & Padhi, 2012).

La presencia de estos tintes en los vertidos industriales se debe a las
ineficiencias en el tefiido, se pierde alrededor del 15% de estos compuestos
en los efluentes textiles (Wesenberg et al., 2003; Zaharia & Suteu, 2011) y al
realizar el destintado del papel reciclado se contaminan los efluentes de las
papeleras con pigmentos y colorantes de las tintas de impresion (Sulbaran,
Turrado, Delgado, Rojas & Venditti, 2014), generandose cada afio cientos de

toneladas de estos efluentes contaminados con tintes sintéticos.

A su vez, en el contexto empresarial nacional actual se solicitan
estandares internacionales de compromiso con el ambiente para obtener

certificaciones de calidad (ISO 14001) y cumplir con los valores maximos



admisibles de las descargas de aguas residuales no domeésticas en el
sistema de alcantarillado sanitario (D.S. N° 021-2009-VIVIENDA), a fin de
evitar el deterioro de las instalaciones y asegurar su adecuado
funcionamiento; por lo que se requieren aplicar tecnologias viables sin

realizar grandes inversiones.

Las propiedades recalcitrantes de los tintes sintéticos han llevado a
formular varios tratamientos fisicos y quimicos para removerlos de los
efluentes. A pesar de que muchos de los tratamientos fisicos y quimicos
empleados son efectivos, resultan demasiado costosos por las grandes
cantidades de reactivos y catalizadores que se emplean o requieren una
disposicion final de los residuos peligrosos que originan con gastos
adicionales de operacion (Ghoreishi & Haghighi, 2003; Crini, 2006).

Frente a este reto, la biotecnologia aporta alternativas eficientes y
amigables con el medio ambiente empleando la degradacion biolégica,
(Verma & Madamwar, 2003). En este campo, los hongos, son los organismos
mas estudiados ya que degradan compuestos aromaticos complejos a través
del sistema enzimatico lignolitico conformado por peroxidasas y lacasas. No
obstante, el tratamiento con hongos requiere condiciones de acidez, para la
actividad optima de sus enzimas y periodos largos de retencion hidraulica
para la decoloracion completa (Banat, Nigam, Singh & Marchantl, 1996;
Swamy & Ramsay, 1999); ademas, pueden inhibir el crecimiento de otros
microorganismos Utiles. Por estas desventajas, las aplicaciones a gran
escala decoloracién de hongos han sido limitadas y se han hecho evidentes
las ventajas ofrecidas por las bacterias con actividad oxidorreductora

productoras de lacasas que actuan en medios neutros o alcalinos y en menor



tiempo, favoreciendo su empleo a escala industrial por los amplios rangos de
pH que presentan dichos efluentes y teniendo en cuenta que los
microorganismos termoéfilos presentan propiedades fisicoquimicas 6ptimas
para el uso industrial como amplios rangos de pH y termoestabilidad
(Sheikhi, Ardakani, Naeimeh & Rodriguez-Couto, 2012). Este trabajo propone
aprovechar las ventajas metabdlicas de las bacterias termdfilas estudiando la
biodecoloraciéon de los tintes sintéticos presentes en las tintas de impresion
como una estrategia en el tratamiento de los efluentes procedentes del

destintado industrial.

1.1. Planteamiento del problema

Frente a la busqueda de nuevas tecnologias eficaces y
econdmicamente rentables para la disminucién de la contaminacion de
los tintes sintéticos presentes en los efluentes industriales, se plantea la
siguiente interrogante: ¢Es posible la biodecoloracion de tintes
sintéticos industriales mediante un tratamiento con bacterias

termaofilas con actividad enzimatica tipo lacasa?

1.2. Hipdétesis

De acuerdo al problema planteado, se presenta la siguiente

hipotesis:

La biodecoloracion de los tintes sintéticos industriales mediante
un tratamiento con bacterias termofilas con actividad enzimatica tipo

lacasas si es posible en un periodo de incubacién determinado.



1.3. Justificacion

Al seleccionar una bacteria terméfila con actividad enzimatica
tipo lacasa y determinar la cinética de degradacién de cuatro tintes
sintéticos presentes en los efluentes de la industria papelera, asi como
la cinética de un efluente simulado, se aportard informacion béasica
necesaria para cumplir con el objetivo final del proyecto:
TRATAMIENTO BIOTECNOLOGICO CON ENZIMAS
TERMOESTABLES BACTERIANAS PARA EL DESTINTADO DEL
PAPEL PERIODICO Y DE OFICINA EN SU PROCESO DE
RECICLADO” (N° 099-2015-FONDECYT), del cual forma parte la

presente tesis.

Ademas se podra extrapolar los datos obtenidos a volumenes
mayores en biorreactores contribuyendo con una alternativa que tiene
grandes posibilidades en su aplicacion a escala industrial por ser un
tratamiento biol6gico amigable con el medio ambiente y de bajo costo

econdmico.

Asimismo, la identificacion y caracterizacion de la bacteria
termofila seleccionada permitird que el grupo de investigacién INCIBIOL
continle estudiando la produccién de enzimas oxidorreductoras tipo
lacasas con antecedentes y una metodologia adaptada a la cepa nativa

aislada.



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la biodecoloracién de tintes sintéticos por bacterias

termofilas con actividad enzimatica tipo lacasa.

1.4.2. Objetivos especificos

Determinar la actividad enzimatica tipo lacasa de las
bacterias termofilas del cepario del Laboratorio de

Bioquimica.

Seleccionar el cultivo bacteriano con el mayor potencial
para la decoloracion de tintes sintéticos en pruebas de tubos

de ensayo.

Caracterizar e identificar molecularmente el cultivo

seleccionado.

Determinar las cinéticas de remocion de tintes sintéticos

durante el tratamiento con la bacteria termdfila seleccionada

Determinar la cinética de remocién de un efluente de
destintado simulado durante el tratamiento con la bacteria

termofila seleccionada.



1.5. Marco teérico

1.5.1. Tintes sintéticos

La Sociedad de Tintoreros y Coloristas (SDC) y la
Asociacion Americana de Quimicos Textiles y Coloristas
(AATCC) publican desde 1924 el Colour Index, la guia mundial
definitiva para los tintes esenciales, definidos como los
colorantes o pigmentos responsables de otorgar color a un

producto en ausencia de aditivos.

En esta guia se explica, ademas, que existen diferencias
fundamentales entre colorante y pigmentos acordando a nivel
internacional sus definiciones a través de diversas
organizaciones. ETAD (The Ecological and Toxicological
Association of Dyes and Organic Pigment Manufacturers) define
como “colorante” a las sustancias organicas intensamente
coloreadas o fluorescentes, que imparten color a un sustrato por
absorcion selectiva de la luz. Son solubles y/o pasan a través de
un proceso de aplicacion que, al menos temporalmente, destruye
cualquier estructura cristalina por absorcion, solucién, y retencion
mecanica, o por enlaces quimicos covalentes o i6nicos. Asi,
mismo, CPMA (Color Pigments Manufacturers Association),
define que “pigmentos” son los solidos organicos o inorganicos
de particulas de color, negro, blanco o fluorescente que
generalmente son insolubles y se dispersan generalmente en

sustratos para su aplicacion.



Siguiendo estas definiciones y considerando el origen de
estas sustancias, en el presente trabajo se le denomina “tinte
sintético” a toda sustancia que imparte color a un sustrato por
absorcion selectiva de la luz y que han sido obtenidas por
sintesis quimica de otras sustancias como el benceno, naftaleno,
antraceno, sosa caustica, acidos inorganicos, aminas aromaticas,

quinonas, etc.

El color de los tintes sintéticos es debido a la estructura
cromogeno-cromoforo (aceptor de electrones), y la capacidad de
afinidad a las fibras es debido a grupos auxdcromos ionizables
(donantes de electrones). EI crombégeno se constituye a partir de
una estructura aromatica normalmente basada en anillos de
benceno, naftalina, o antraceno, a la que estan vinculados
cromoforos que contienen enlaces conjugados dobles con
electrones deslocalizados representados por los grupos azo,
etileno, metino, carbonilo, carbono-nitrdgeno, carbono-azufre,
nitro o nitrozo. En cambio, los grupos auxdcromos son ionizables
y habitualmente son: -NH, (amino), -COOH (carboxilo), -SOzH
(sulfonato) y -OH (hidroxilo) (Suteu, Zaharia, & Malutan, 2011;
Welham, 2000).

1.5.1.1. Tintes azoicos
Aquellos en que las configuraciones croméforas

estan representadas por el grupo azo con uno o mas

enlaces (-N=N-).



Representan del 65-70 % de la produccion total de
los colorantes, debido a que son los tintes mas utilizados
industrialmente en una amplia gama de colores (rojo,
azul, naranja, negro, amarillo); ademas, poseen alta
estabilidad y su porcentaje de fijacion es superior al 98
%. En la imprenta, los tintes azoicos estan presentes
principalmente en las tintas de impresion de color

magenta y amarillo.

El litol rojo es uno de los colorantes azoicos que se
utiliza normalmente como color estandar del magenta en
los procesos de impresién a color. Su popularidad se
debe a su gran intensidad de color, buenas propiedades
de trabajo, sombra brillante y muy bajo precio, por lo que

se continda utilizando formulas mejoradas del mismo.

El rojo de Congo es la sal de sodio de
benzidinediazo-bis-1-naftilamina-4-sulfonico. Es un
colorante secundario diazoico que se utiliz6 en la década
pasada para la coloracion de productos de papel y para
colorear textilies y madera pulpa. Rojo Congo es
recalcitrante a la mayoria de los tratamientos y por lo
tanto se encuentra en los efluentes de muchas industrias,
en particular de las fabricas de papel. El tinte también
actiia como un potente carcinégeno y mutageno debido a

la presencia de grupos aminoaromaticos.



1.5.1.2. Tintes ftalocianinas

Son una familia de tintes sintéticos que pertenece a
al grupo de las cianinas de cadena cerrada en el que dos
atomos de nitrégeno estan unidos por una cadena
polimetina Los dos nitrbgenos son cada parte
independientemente de un heteroaromatico, tales como
pirrol (Kim & Bum, 2010).

Los tintes ftalocianinas de cobre y sus derivados
son los pigmentos azules y verdes mas utilizados y
fabricados. Debido a su color Unico y propiedades de los
gue son dificiles de reproducir en otros pigmentos, fueron
ingresados al mercado desde 1935 conservandose las
dos formas de sintesis sin modificaciones (Peters &
Freeman, 1995).

1.5.2. Efluentes del destintado de papel reciclado

El proceso de reciclaje de papel necesita eliminar el
material impreso y recubierto del papel para formar una nueva
pasta utilizable en la elaboracién de distintos tipos de productos,
incluyendo papel fino, pafiuelos, cartén de cajas, papel periddico,
etc; por lo tanto, la etapa mas importante es el destintado, en el
cual, la limpieza de los aditivos empleados en el proceso
primario de fabricacién genera efluentes dificiles de tratar con un

impacto negativo sobre el ambiente.



1.5.3.

El promedio aproximado de efluentes generados de la
produccion de papel grafico a partir de fibra reciclada de papel de
oficina es de 32 — 46 galones de agua por tonelada de pulpa
recuperada (Bajpai, 2004). Esta cantidad dependen
principalmente de la calidad del papel reusado empleado como

materia prima y el destino final de la fibra recuperada.

Estos efluentes se caracterizan por sus valores elevados
de DBO, solidos suspendidos y pH debido a que contienen fibras
perdidas, arcilla, material de recubrimiento, y otros productos
quimicos como hidroxido sédico, silicato soédico, carbonato
sédico, hipoclorito sédico), junto a particulas dispersas de tinta
de impresién (Hodge & Morgan, 1947; Nemerow & Dasgupta,
1998).

Tratamientos biolégicos para la decoloracion de tintes

sintéticos

Generalmente, la tecnologia que se aplica a los efluentes
que contienen tintes sintéticos como los provenientes del
destintado de papel reciclado son sedimentacién sencilla, o
clarificacion ascendente para separar fango y efluente liquido o la
coagulacion quimica; sin embargo, estos métodos fisicoquimicos
tienen costos elevados de implementacion sin ser accesibles

para todas las industrias y sélo permiten la separacion de los

10



contaminantes organicos del agua, mas no la degradacion final

de estos y la decoloracion del efluente.

Por otra parte, los métodos biolégicos son una alternativa
ambiental y econdmicamente sostenible para el tratamiento de
aguas residuales contaminadas con tintes sintéticos, las cuales
se depositan en lagunas de oxidacibn o biorreactores de
membrana aerobios en las que se mantienen cultivos
microbianos en suspension agrupados en fléculos, tras un tiempo
de retencion, la biomasa generada pasa a un sedimentador
secundario, cuya funcion es separar el efluente depurado de los
lodos. Parte de los lodos se recirculan de nuevo al reactor, con
objeto de mantener una concentracion determinada de
microorganismos y el resto, denominados lodos en exceso, se

purgan periodicamente (Zaharia & Suteu, 2011).

En los efluentes provenientes del destinado del papel
reciclado, puesto que la parte principal de la DBO se encuentra
en forma disuelta, se vienen desarrollando variantes al método
biol6gico tradicional como la aeracién prolongada. En este
proceso, el agua de rebose de las lagunas de oxidacién es
aireada en presencia del floculo (Nemerow & Dasgupta, 1998). El
sistema de aireacion, ademas de oxigenar, permite la
homogenizacion de los microorganismos evitando la

sedimentacion de los lodos.
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La aireacion suministra el oxigeno necesario para que se
produzcan las reacciones de oxidacion realizadas por los
microorganismos, lograndose de este modo descomponer los
compuestos organicos a su forma inorganica en un proceso
conocido como mineralizacién, obteniéndose como productos
finales al dioxido de carbono, agua, nitrdbgeno amoniacal o
nitratos, ortofosfatos y sulfuros caracteristicos de la oxidacion
aerdbica de carbohidratos vy lipidos; sin embargo, no se aplica a
muchos compuestos aroméaticos que tienen masa molecular alta,
estado de oxidacion alto y son estables bioguimicamente como
los compuestos azoicos, antraquindénicos o ftalocianinos

presentes en los tintes sintéticos.

Muchos estudios sobre la degradacion biolégica de tintes
sintéticos afirman que se requiere de un sistema integrado
aerobio y anaerobio o Vviceversa, dependiendo de las
capacidades oxidorreductoras de los microorganismos presentes
en los floculos, el tipo de tinte sintético desechado y el producto

final deseado.

Los compuestos azoicos estdn presentes en la gran
mayoria de efluentes con tintes sintéticos; por lo tanto, los
tratamientos biolégicos estudiados sobre su decoloracion
distinguen dos rutas metabolicas. La primera es la reduccion
anaerobia de los compuestos azoicos a las aminas
correspondientes con la escision de los enlaces azoicos por

azorreductasas bacterianas (Pricelius et al., 2007) y la segunda,
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1.5.4.

es la oxidacion aerobia de los compuestos azoicos con la
escision de los radicales disponibles como hidroxilo (-OH), amino
(NHz), metilo (-CH3) o metoxilo (-OCHg) por lacasas y lignina-
peroxidasas fungicas o bacterianas a su correspondiente quinona
o peroxidos (Chivukula & Renganathan, 1995; Abadulla et al.,
2000). Esta ultima via se considera como la mas 6ptima, ya que
las aminas aromaticas generadas por reduccion tienen un alto
potencial cancerigeno y mutagénico causando un dafio mayor
que el tinte sintético inicial (Raffi, Franklin & Cerniglia, 1990;
Chung & Cerniglia, 1992). Por lo tanto, la oxidacién por lacasas
podria desintoxicar la decoloracion de los tintes sintéticos porque
los enlaces azo se rompen liberando nitrgeno molecular, lo cual

impide que se formen las aminas aromaticas.

Se ha reportado que la estabilidad celular y la capacidad
catalitica de los microorganismos pueden  decrecer
considerablemente debido a las caracteristicas de los efluentes
industriales que presentan tintes sintéticos (Deivea et al., 2010).
Por esta razdn, se requiere la presencia de microorganismos que

prosperen en condiciones extremas.
Bacterias termofilas

Los microorganismos termofilos estan entre los extremofilos
mas estudiados y han adquirido un amplio interés industrial y

biotecnolégico por el hecho de que son muy adecuados para

resistir condiciones adversas, lo cual promueve la busqueda de

13



nuevas especies con rutas metabodlicas con la capacidad de
degradar compuestos xenobidticos y contaminantes como los
colorantes y lograr superar el enorme desafio un tratamiento

biol6gico completo.

Existe una subclasificaciéon dentro de este grupo donde los
terméfilos crecen a una temperatura 6ptima de 45-70 °C como
Bacillus acidocaldarius y Bacillus stearothermophilus, los
termofilos extremos entre 70-80 °C como Thermus aquaticus y
Thermoanarobacter ethanolicus; mientras que la temperatura
optima de los hiperterméfilos es por encima de los 80 °C como
Thermotoga maritima y Pyrococcus furiosus (Pedroza, 2001).

La habilidad de los microorganismos terméfilos para vivir en
altas temperaturas esta basada en el metabolismo, la estructura
y la funcion celular de sus componentes celulares (Stetter, 1999);
principalmente, la membrana celular, la cual tiene un alto
porcentaje de &cidos grasos insaturados con elevados puntos de
fusion dependiendo de la temperatura de crecimiento, lo que les
confiere gran flexibilidad y estabilidad térmica a la membrana
celular (Pedroza, 2001).

Ademas, los termofilos contienen proteinas que son
termoestables y mas resistentes a la desnaturalizacion y
protedlisis que sus homodlogos en microorganismos mesofilos
(Stetter, 1999). Para lograrlo utilizan unos complejos proteicos

(chaperoninas) y unas proteinas (chaperonas), también
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1.5.5.

conocidas como proteinas del choque térmico; son producidas
por estos microorganismos, las cuales ayudan, después de su
desnaturalizacion, a replegar las proteinas a su forma nativa y

restaurar sus funciones (Haki & Rakshit, 2003).

Actividad enzimética tipo lacasa

Las lacasas son enzimas oxidorreductasas (EC 1.10.3.2, p-
difenol:oxigeno-oxidoreductasa) que se caracterizan por su baja
especificidad de sustrato y amplio rango de compuestos
susceptibles de ser oxidados por estas enzimas, asi se incluye a
mono y polifenoles, aminofenoles o fenoles sustituidos con
grupos metilo, metoxilo asi como poliaminas arométicas y

algunos iones metalicos (Giardina et al., 2010).

Lo que dificulta definir la actividad lacasa es el
solapamiento de sustratos en la oxidacion de los ortodifenoles
junto a otras dos enzimas fenoloxidasas: la tirosinasa (EC
1.18.14.1, cresolasa, monofenol o monooxigenasa,) y la catecol
oxidasa (EC 1.10.3.1, o-difenol:oxigeno-oxidoreductasa), por lo
cual, se han realizado diversos estudios para diferenciar dichas
enzimas. Algunos autores afirman que la oxidacion de L-tirosina
es una actividad Unica para tirosinasas y catecol oxidasas
ademas se ha argumentado que solo las enzimas lacasas tienen
la capacidad para oxidar a la siringaldazina (3,5-Dimetoxi-4-
hidroxibenzalazino) (Thurston, 1994).
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Lo que llevo a considerar la oxidacion de la siringaldazina
junto a la incapacidad para oxidar la tirosina como indicadores de
la actividad enzimética de las lacasas. Sin embargo, en el estudio
de su actividad enzimética se recomienda incluir como sustratos
especificos a la siringaldazina, ABTS o catecol, para los que la
lacasa tiene una alta afinidad, y algunos para el que ella tiene
poca o ninguna afinidad como tirosina (Edens, Goins, Dooley &
Henson, 1999; Shin & Lee, 2000).

1.5.5.1. Estructura fisico-quimica

Estas oxidasas multicobre son generalmente
glicoproteinas monomeéricas que contienen
aproximadamente 500 aminoacidos dispuestos en 3
dominios tipo B-barril ensambladas para modelar tres
distintos sitios de union cataliticos

espectroscopicamente distintos (Ferraroni et al., 2007).

Generalmente las lacasas contienen un centro
mononuclear tipo-1 (T1) de cobre que se encarga de la
oxidacion del sustrato, un centro tipo-2 (T2) vy dos
centros tipo-3 (T3) con Cu, y Cus dispuestos en un
centro trinuclear, el cual se encarga de reducir el oxigeno
molecular (Claus, 2004; Baldrain, 2006)

En la Ultima década se ha descubierto la existencia

de dos tipos de lacasas, las azules y amarillas o blancas.
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1.5.5.2.

La diferencia entre ambas se presenta en la carente
absorcion alrededor de 610 nm de las lacasas
amarillas/blancas que siempre se encuentra en las
azules, también, lacasas amarillas/blancas oxidan
sustratos no fendlicos en ausencia de moléculas
mediadoras que se requieren en casos de lacasas
azules. Por lo tanto, muchos autores afirman que las
lacasas amarillas/blancas, son mejores biocatalizadores

gue las azules (Kumar, Lata & Kumar, 2013).

Mecanismo de accidn

La teoria de Messerschmidt (1997) sefiala que al
oxidarse los sustratos por el cobre T1, los electrones
extraidos se transfieren, probablemente a través de un
motivo tripéptido fuertemente conservado His-Cis-His
hacia al sitio T2/T3, para que el oxigeno molecular sea

reducido a agua (Figura 1).

En el caso de las lacasas, estas se acoplan a la
oxidacion de un solo electrén del sustrato donante de
hidrégeno. Por lo que se requieren cuatro etapas de
oxidacion de un solo electron del sustrato para la
reduccion de cuatro electrones del agua (Thurston, 1994;
Barriere & Rochefort, 2004).
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4x©\ 4x
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4e +4H’
J His-Cys-His —>®
(Cu™=Cu) \®

0, 2 H.O

Figura 1. Ciclo catalitico de la lacasa, tomada de
Baldrian, 2006.

Los sustratos fendlicos que presentan grupos
funcionales metoxilo (-O-CHg3), al ser oxidados por
lacasas, catalizan la remocion del atomo de hidrégeno
del grupo hidroxilo del monofenol sustituido con
metoxilos (Giardina et al.,, 2010). Generalmente, 2,6 -
dimetoxifenol sufre la oxidacion de un solo electrén y
produce especies de para-radicales de 2,6-dimetoxi-
fenoxilo; entonces, se produce una recombinacion de dos
moles de la especie para-radical formando la quinona,
2,6-dimetoxiciclohexa-2,5-dieno-1-uno  (Figura  2-A),
demostrando la capacidad de las lacasas de acoplar

radicales libres.
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Mientras que en la oxidacion del 4,4’-[azinobis
(metanilalidina)]bis(2,6- dimetoxifenol) (siringaldazina) a
su correspondiente quinona, 4,4'-
[azinobis(metanilalidina)] bis(2,6-dimetoxiciclohexa- 2,5
dien-1-uno), se observa su capacidad de reorganizar

sistemas electrénicos conjugados (Figura 2-B).

0
CH0 OCHs
OCH; OCH U
oH 02 MO O
OCH3 OCHs U
CH30 OCH,
0

Figura 2. Oxidacion catalizada por una lacasa del 2,6 —
DMP (A) y siringaldazaina (B) en su
correspondiente  quinona  (Tomada de
Sanchez-Amat & Solano, 1997).
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ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Material bioldgico

Las cepas bacterianas termdfilas estudiadas fueron
aisladas de los Geiseres de Calientes ubicados a 4300 msnm en
la provincia de Candarave, departamento de Tacna; por el grupo
técnico del Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias,

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

2.1.2. Reactivos
e 2-metoxifenol (2-MP o guayacol)
e 2.6 - dimetoxifenol ( 2,6 — DMP o Siringol)
e 2,2'- azinobis - bis-(3-etillbenzotiazolinosulfanato) (ABTS)
e 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzalazino (Siringaldazina)
e Acetato de sodio
e Acido acético glacial
e Agar base
e Alcohol etilico de 96°
e Azul brillante de remazol R (RBBR)
e Azul de toluidina
e Cristal violeta
e Fosfato dibasico de sodio anhidro (NaxH2PO,)
e Fosfato monobasico de sodio anhidro (NaH,PO,)

e Kit de tincion Gram
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Peréxido de hidrogeno (H,0,)
Reactivo Bradford

Rojo de Congo

Sulfato de cobre (Cu,S0O,)
Sulfato de amonio (NH,4)>,SO4

Verde malaquita

2.1.3. Material de laboratorio

Algodon hidrofilico

Asa de Kolle metalica con mango de baquelita

Caja para puntas de plastico de 100 ul

Caja para puntas de plastico de 1000 ul

Camara de conteo Petroff Haussen

Espatula doble

Fiolas de vidrio fusible de 25 ml y 50 ml

Frascos de polietileno con tapa rosca

Gradilla de polipropileno para tubos de ensayo, 15 ml
Gradilla de polipropileno para microtubos de base conica
de2y1,5ml

Guantes de latex

Mascarilla N90 desechable

Matraces de vidrio Erlenmeyer de 50, 100 y 250 ml
Mechero bunsen

Micropipetas de volumen variable de 5 a 50 ul
Micropipetas de volumen variable de 100 a 1000 ul

Microtubos de centrifuga de 1,5 mly 2 mi

21



e Membrana de ultrafiltracion PM 10

¢ Rollo de polietileno aislante

e Papel aluminio

e Placas Petri

e Probetas de vidrio graduadas de 20, 50 y 100 ml
e Puntas de plastico para micropipetas de 10 ul

e Puntas de plastico para micropipetas de 100 ul
e Puntas de plastico para micropipetas de 1000 ul
e Taperes de plastico cuadrado de 1,8 L

e Taperes de plastico rectangular de 3 L

e Tubos conicos de centrifuga de 15 mly 50 mi

e Tubos de ensayo de 13 x 100 mm

2.1.4. Materiales de aseo y limpieza
e Detergente liquido
e Desinfectante de acido fosforico
e Escobillas
e Jabodn bacteriol6gico
e Lejia (Hipoclorito de sodio)

e Papel toalla

2.1.5. Material y utiles de oficina
e Marcadores permanentes
¢ Cintas masking tape (24 mm x 40 m)
e Cuaderno de notas

e Lapiceros de tinta seca

22



2.1.6. Equipos

2.2. Métodos

Agitador magnético

Autoclave

Balanza analitica, precision 0,001 gramos

Camara de recuento Petroff Haussen, HAUSSER
SCIENTIFI, Modelo 3900- 3298522

Centrifuga para tubos de 15 ml

Espectrofotdmetro UV — Vis, UNICO Modelo 2102
Estereoscopio con aumento 10X WF

Horno esterilizador, GEMMY Modelo YCO-010
Incubadora bacteriolégica, GEMMY Modelo IN — 010
Microcentrifuga EPPENDORF 5418

Microscopio 6ptico

Microondas

ph-metro digital de bolsillo

Refrigeradora

Vortex Mixer LABNET

2.2.1. Ubicacion y delimitacion del area de estudio

Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de

Bioquimica de la Escuela Profesional de Biologia Microbiologia

de la Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Jorge Basadre

Grohmann, Tacna — Per0.
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2.2.2. Poblacion y muestra

2.2.2.1.

2.2.2.2.

Poblaciéon

La poblacion la constituye las 120 cepas
bacterianas termdfilas aisladas en los Géiseres de
Calientes, Candarave — Tacna, en los afios 2014 y 2015
gue pertenecen al cepario del Laboratorio de Bioquimica
de la Facultad de Ciencias. De estas cepas se obtuvieron
12 cultivos que mostraron actividad tipo lacasa con las

gue se trabajo en la presente tesis.

Muestra

Es una investigacion descriptiva sin técnica de
muestreo, por lo que no se define una muestra

estadistica.

La muestra quedaréa representada por las 11 cepas
bacterianas terméfilas que han mostrado tener actividad
tipo lacasa sobre los sustratos utilizados en el presente

estudio.

n: Cepas CB-13, CB-16, CB-25, BT-16, CTB-13,
CTB-16, CTB-19, CTB-21, FT-6, FT-9, TM-12.
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2.2.3. Disefio de lainvestigaciéon

En el presente trabajo se realizé una investigacion béasica —
descriptiva para llevar a cabo los objetivos especificos
planteados, en la cual cada cultivo bacteriano termofilo
corresponde a una unidad experimental de la cual se evaluo

como respuesta la biodecoloracion de tintes sintéticos (Tabla 1).

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

Escala de
Variable Definicion Indicadores
medicion
° Cultivo Cepa aislada  Caracterizacion y
;,E) bacteriano del Geiser de Secuencia de
g termdfilo Calientes, nucledtidos del
§ Candarave, gen ARNr 16S
= Tacha
Biodecoloracion Capacidad de  Absorbancia por Porcentaje de
% de tintes la enzima para espectrofotometria biodecoloracion
E sintéticos remover tintes
% sintéticos.
a

Fuente: Elaboracion propia

De los resultados obtenidos al estudiar la capacidad de
decoloracién de la tinta de impresion ciano, se evaluo el efecto
de la concentracion de la tinta sobre el porcentaje de

decoloracién, para lo cual se desarrollaron tres tratamientos con
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2.2.4.

concentraciones de tinta diferentes empleando un disefio
completamente al azar y se determind si existe diferencia
significativa entre los tratamientos. Los tres tratamientos se
aplicaron a nueve unidades experimentales, de tal forma que a
tres unidades experimentales les correspondié un tipo de
tratamiento, siendo la variable respuesta a medir la decoloracion

del tinte.

La hipétesis nula (Hp) fue que los efectos de las
concentraciones de tinta (tratamientos, B) son todos iguales,
mientras que la hipotesis alterna (H;) plante6 que hay al menos
un efecto de tratamiento que es diferente a los demas.

Lo que se expres6 como:
Ho: B1=B2 = B3
Hi: B1= B2 = B3

Evaluacion de la actividad enzimética tipo lacasa de las

bacterias termoéfilas

2.2.4.1. Reactivacion de las bacterias termoéfilas del cepario
del Laboratorio de Bioquimica

Se trabaj6 con once Dbacterias termofilas
seleccionadas previamente por el grupo técnico del
Laboratorio de Bioguimica por ensayos de crecimiento en
microplacas en medio Luria Bertani con guayacol (2-

metoxifenol), las cuales fueron reactivadas en caldo Luria
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2.24.2.

Bertani (10 g de peptona, 5 g levadura y 5 g de cloruro
de sodio en 1 L de agua destilada), se incubaron durante
18 horas a 60 °C.

Caracterizacién microscopica y macroscoépica de las

bacterias termoéfilas

Las bacterias termdfilas reactivadas en caldo Luria
Bertani fueron caracterizados microscopicamente, para lo
cual se realizé tincion Gram registrando el caracter
tintorial, la morfologia y la disposicién de cada una de las
bacterias reactivadas por observacion en el microscopio

con aceite de inmersién con aumento de 1000X.

Ademas, se realizo la caracterizacibn macroscopica
de las bacterias a través de la inspeccion de las colonias
sobre la superficie de placa. Se tomé como in6culo 50 pl
de cada una de las bacterias termdfilas reactivadas y se
sembraron por agotamiento por estria en agar nutritivo (5
g de peptona, 3 g extracto de carne, 8 g de cloruro de
sodio y 15 g de agar en 1 L de agua destilada), se incubo
a 60 °C por 24 horas y posteriormente se determinaron
las caracteristicas generales de las colonias bajo
iluminacion directa brillante utilizando un estereoscopio
con aumento de 10X WF. Para la descripcién de las
colonias bacterianas, se utilizaron los términos e

ilustraciones de Koneman (2008).
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2.24.3.

Luego las bacterias fueron sembradas en viales con
agar LB inducido sulfato de cobre 0.15 mM para su

conservacion bajo refrigeracion a - 4 °C.

Evaluacion de la actividad enzimética tipo lacasa en

medios solidos

Los ensayos de placa son una determinacion rapida
de la produccion de la enzima lacasa en los
microorganismos, por lo cual, se siguié el método de
Sheiki, Ardakani, Naeimeh & Rodriguez-Couto (2012), el
cual consisti6 en sembrar por estriado las bacterias
termofilas en agar Luria Bertani con 0.08 % v/v de
guayacol (2-metoxifenol o 2-MP) y sulfato de cobre
(CuzS0y4, 0.25 mM). Después de 48 horas de incubacion
a 60 °C en camara humeda, se evalud la coloracion de
las colonias registrandose la coloracion marrén oscuro
como resultado positivo, el que fue valorizado en una

escala cualitativa (alta, intermedia y baja).

La segunda prueba se realizdé segun el método de
Ambika (2015, comunicacion personal) empleando
siringol (2,6 dimetoxifenol o 2,6-DMP). En este ensayo,
los indculos bacterianos se sembraron por estriado en
agar Luria Bertani inducido con sulfato de cobre (Cu,;SQy,
0.25 mM). Luego de 48 horas de incubacion a 60 °C, se
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vertio sobre las colonias, una solucion de tampon fosfato
100 mM con 0,2 % v/v de siringol a pH 7. Luego de 20
minutos de reaccién, se registr6 como resultado positivo
a todas las colonias que revelaron coloracion anaranjada
y se valorizé la intensidad de la coloracion en una escala
de alta actividad enzimatica tipo lacasa (4 y 5),

intermedia (3), baja (1 y 2) o nula (0).

Ademas los cultivos bacterianos termofilos de la
escala alta fueron evaluados en la oxidacion de ABTS (1,
2, 2'-azino bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) y
siringaldazina (3,5-Dimetoxi-4-hidroxibenzalazino), para
ello segun la metodologia de Nazareno, Bucsinszky,
Tournier, Cabello & Arambarri (2000). Se afadieron 250
mg de ABTS por litro del medio de cultivo Luria Bertani
luego de la esterilizacion; y se evalud la intensidad de la
coloracién del medio con la apariciéon de halos verdes
(oxidacién de ABTS). Mientras que el ensayo con
siringaldazina se realiz6 modificando el protocolo del 2-6
DMP (siringol) vertiendo solucién tampon fosfato 100
mM pH 6,5 con 0,2 % v/v de solucion de siringaldazina
en metanol absoluto sobre colonias crecidas en Agar
Luria Bertani inducido con sulfato de cobre (Cu,SOy, 0.25
mM) y se monitored0 el cambio de coloraciéon de las

colonias a violeta durante 2 horas.

29



2.2.5. Selecciéon del cultivo bacteriano terméfilo con mayor

potencial para la decoloraciéon de tintes sintéticos

Se evalu6 la capacidad de decoloracibn de 5 tintes
sintéticos puros (rojo de Congo, azul brillante de remazol R, azul
de toluidina, verde malaquita y cristal violeta) junto a 4 tintas de
impresion Epson® color negro, amarillo, magenta y ciano; la
clasificacion y estructura quimica de cada uno, se da a conocer

en la tabla 2.

Se utilizé caldo cerebro-corazén (Brain heart Infusion, BHI,
Merck Millipore, 10 g/l tejido animal digerido enzimaticamente,
17.5 g/l extracto cerebro-corazoén, 2 g/l D(+)-Glucosa, 5 g/l NaCl,
Na,HPO,, anhidro 2.5 g/l) inducido con 0,25 mM de MnS0O,4.5H,0
y 0,25 mM de CuSO, al cual se le afiadié cada tinte sintético a
0,025 % v/v luego de la esterilizacion a 1 atm y 120 °C por 20

minutos.

El medio de cultivo fue distribuido en condiciones estériles
en tubos de ensayo para cada cultivo bacteriano
preseleccionado (CB-13, CB-25, FT-6 y TM-12), los cuales
previamente fueron reactivados en caldo Luria Bertani por 24
horas y se inocularon al 10 % v/v en el BHI modificado e
incubaron a 60 °C, registrando las observaciones del crecimiento

y decoloracién cada 24 horas.
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Tabla 2. Tintes sintéticos del ensayo del potencial de decoloracion
Tinte sintético | Clasificacion Estructura quimica
Rojo de Congo | diazoico Rk oo

P g e
= '.— N =l
=5 e = =
T ormat L
Hy M =

Azul Dbrillante

antraquinénico

de Remazol R
Azul de | fenotiazina
.y = ;Q.-""-'\“Q __,.-5\.\, i, MHa B
toluidina ] ]|' I cl
Bt T
Verde trifenilmetano chg,
malaquita Qc
N(CH,),
Cristal violeta | trifenilmetano % t«'“ e
] o
T
H_—(;..N A ~ N.CH-
CH, CH,
Tinta magenta | monoazoico
Epson Lo .
(Epson) Ej: Litol rojo
Tinta cian ftalocianina
(Epson)

Fuente: Elaboracion propia
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2.2.6. Caracterizacion bioquimica e identificacion molecular del

cultivo seleccionado

2.2.6.1. Caracterizacién bioquimica

Se utilizé6 el micrométodo cualitativo RapID™ SRT
System (Remel, Oxoid), especializado en la identificacion
de estreptococos de importancia médica y otras bacterias
Gram positivas relacionadas. Las pruebas bioquimicas
de este sistema se basan en la degradaciéon microbiana
de sustratos especificos detectados por varios

indicadores, que se describen en la tabla 3.

Se empled un cultivo bacteriano de 24 horas, el cual
se resuspendié en el liquido de inoculacion RapID (1 ml)
para conseguir una turbidez visual igual a la del estandar
de turbidez N° 1 de McFarland. Luego se realizé la
inoculacion simultanea de todos los pocillos del panel de
pruebas bioquimicas y se incubé a 60 °C por 4 horas.
Luego se realizé la lectura de resultados segun el manual
y se afiadié el reactivo a los pocillos bifuncionales (7 al
10). Ademéas se realiz6 la prueba de la catalasa,
colocando un par de gotas de agua oxigenada en un
portaobjeto limpio con ayuda de una micropipeta, sobre
la cual, se suspendid una muestra del cultivo termdfilo
TM-12 y se esperé la formacion de burbujas para

considerar catalasa positivo.
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2.2.6.2. Identificacién molecular

La cepa seleccionada fue cultivada en placa Petri
con agar Luria Bertani y luego de 24 horas de incubacion
a 60 °C utilizando una asa de Drigralsky se lavaron las
colonias bacterianas con solucion salina fisioldgica, para
luego conservar la suspension celular en crioviales con
glicerol al 30% v/v a — 20 °C para su posterior envio a la
empresa Macrogen Inc. en Seul - Corea del Sur, la cual
realizo el servicio de extraccion del ADN genomico, la
amplificacion por PCR del ARN ribosomal 16S y la
secuenciacion del ADN, producto del PCR, por el método
de Sanger, Nicklen & Coulson (1977).

Posteriormente para analizar la similitud de la
secuencia de nuclettidos obtenidos, se utilizd la
herramienta basica de busqueda de alineacién local
(BLAST) frente a secuencias de referencia disponibles en
el National Center for Biotechnology Information
GenBank (NCBI GenBank).
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Tabla 3. Principios y componentes del sistema RapID STR

N° de Prueba Ingredientes de los -
- . I . Interpretacion
pocillo | bioquimica reactivos
Antes de la adicion del reactivo:
1 ARG L-arginina La h|(_jroI|S|s de la arginina libera productos alcalinos que aumentan el pH y
cambian el color.
. La hidrdlisis de este glucésido libera esculetina, que reacciona con el ion
2 ESC Esculina .
férrico formando un compuesto de color negro.
3 MNL Manitol
4 SBL Sorbitol La utilizacién del hidrato de carbono como sustrato da lugar a productos
5 RAF Rafinosa acidos que bajan el pH e inducen el cambio del indicador.
6 INV Inulina
7 GAL p-nitrofenil-a-D-galactésido
8 GLU p-nitrofenil-a-D-glucosido | | 5 pigrglisis del glucésido incoloro p-nitrofenil-sustituido o fosfoéster libera p-
-Ni il-n- il-B-D- nitrofenol amarillo.
9 NAG p-nitrofenil-n aqetll B-D
glucosamina
10 PO, p-nitrofenil fosfato

Después de afadir el reactivo:

7 TYR Tirosina-B-naftilamina
8 HPR Hidroxiprolina-p-naftilamina
9 LYS Lisina-B-naftilamina
10 PYR Pirrolidina-B-naftilamina

La hidrdlisis de la arilamida libera B-naftilamina que se detecta con el reactivo
RapID STR.

Fuente: Manual RapID System, REMEL, OXOID
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2.2.7. Determinacion de las cinéticas de decoloracién de cada tinte
sintético durante el tratamiento con la bacteria termoéfila

seleccionada

En matraces Erlenmeyer de 250 mL se prepararon 50 ml de
caldo cerebro corazon autoclavado a 1 atm, 121 ° C durante 20
min que luego fue inducido con 0,25 mM de Sulfato de
manganeso (MnS0O4.5H,0) y 0,25 mM de sulfato de cobre
(CuS04.5H,0), y finalmente se le afadido cada tinte sintético

segun la tabla 4, por triplicado.

Tabla 4.Condiciones del tratamiento biolégico segun el tinte
sintético utilizado

Tinte Porcentaje | Tiempo de | Intervalo de
sintético inicial incubacion muestreo
(% viv) (horas) (horas)

Rojo de Congo 0,1* 48 12
Tinta Magenta 0.05 o4 4
(Epson)

Tinta Negro 0,05 24 4
(Epson)

. . 0,025

Tinta Cian 0.05 48 12
(Epson) 01

Nota: * % w/v

Fuente: Elaboracion propia
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La inoculacion se realizé al 10 % (v/v), empleando 5 ml de
cultivo bacteriano terméfilo TM-12 reactivado en caldo BHI por 18
horas con una absorbancia aproximada de 0,4 a 600 nm. La
incubaciéon se llevé a cabo a 60 °C en estatico. EIl tiempo de
incubacion e intervalos de muestreo varian segun el tinte

sintético utilizado tal como se ha indicado en la tabla 4.

Todos los tratamientos bioloégicos se realizaron por
triplicado a acompafados de un control abidtico, que mantenia
las mismas condiciones en el medio de cultivo, porcentaje de

tinte e incubacion.

El control abidtico se utiliz6 ademéas para calcular la
longitud de absorbancia maxima de cada uno de los tintes
sintéticos empleados realizando un barrido espectofotométrico
desde 200 a 900 nm con intervalos de 12 nm de longitud de onda

utilizando el espectrofotometro de luz UV-visible UNICO 2102.

Luego de ocho horas de incubacién, se iniciaron los
muestreos tomando alicuotas de 1,5 ml en microtubos estériles,
los que se centrifugaron por 10 min a 10 000 rpm y el
sobrenadante se traspaso6 a nuevos microtubos.

2.2.7.1. Curvas de remociodn

Se registraron las unidades de absorbancia a la

longitud de onda maxima de cada tinte sintético cada dos
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2.2.7.2.

2.2.7.3.

horas y se graficd la curva de remocion de cada tinte
sintético tratado para conocer el tiempo de la

decoloracion.

Espectro de absorbancia

Ademas con cada sobrenadante obtenido en los periodos
de tiempo determinado también se realiz6 un barrido
espectrofotométrico desde 200 a 900 nm con intervalos
de 12 nm de longitud de onda para comprobar los

cambios en la estructura quimica en las alicuotas.

Porcentajes de decoloraciéon

El porcentaje de decoloracion se determina
espectrofotométricamente como la disminucién relativa
en la absorbancia a la longitud de onda de absorbancia
maxima de cada tinte sintético utilizado calculado de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

Decoloracion (%) = (Ao - Ay
(Ag) x 100

Donde:

A; = absorbancia del tinte de la muestra medido a una
hora especifica

Ao = absorbancia del tinte del control a las mismas horas

gue la muestra.

37



2.2.8. Determinaciéon de la cinética de decoloracién del efluente
simulado durante el tratamiento con la bacteria termoéfila

seleccionada

Se siguio la misma metodologia que el tratamiento de tintes
sintéticos puros, solo que se combind las cuatro tintas de
impresion (magenta, amarillo, negro y ciano) segun la tabla 5.
Del mismo modo se realiz6 la inoculacién al 10 % (v/v) del cultivo
bacteriano TM-12 reactivado y la incubacion se llevo a cabo a 60

°C en estético por 24 horas.

Tabla 5. Porcentajes del tinte sintético utilizado

Tinte Porcentaje
sintético inicial

Tinta magenta 0.05 % /v
(Epson)
Tinta amarillo 0.05 % viv
(Epson)
Tinta negro 0.05 % /v
(Epson)
Tinta cian 0,025 % viv
(Epson)

Fuente: Elaboracion propia

Primero se realizo el recuento bacteriano hasta la formacion
de la biopelicula, El recuento de bacterias se realiz6 utilizando
una camara Petroff Haussen, por ser un método directo de

medida del nimero de células por unidad de volumen de una
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suspension bacteriana. La excavacion mide 0,02 mm (1/50 mm)
y esta dividida en 25 cuadrados grandes, subdivididos a su vez
en 16 pequefios, con un &rea total de 1 mm? y un volumen total
de 0,02 mm?®.

Por lo tanto, se aplicé la siguiente férmula para calcular el

namero de células por ml de muestra:

Numero de células/ml = N° de células x 25 x 50 x 103

Para ello se tomo una alicuota de 500 ul de cada medio de
cultivo al inicio y cada cuatro horas hasta la formacion de la
biopelicula. De las alicuotas muestreadas se utilizaron 2 uL para
el recuento de bacterias utilizando la micropipeta graduable de
hasta 5 uL. Se realizo el recuento consideraron las cuatro celdas
de las esquinas y la central, realizando diluciones de 10, 10% o
10 cuando la cantidad de bacterias por cuadrantes era mayor a
20.

Luego se realiz6 el monitoreo del espectro de absorcion
para determinar la curva de remocion y el porcentaje de

decoloracion, tal como se sefial6 en la anterior seccion.
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. RESULTADOS

3.1 Evaluacién de la actividad enzimatica tipo lacasa de las bacterias

termofilas del cepario del Laboratorio de Bioquimica

3.1.1.

3.1.2.

Reactivacion de las bacterias termoéfilas

La reactivacion de las 11 bacterias termdfilas aisladas y
seleccionadas en el Laboratorio de Bioquimica se logro
exitosamente, elaborando un nuevo cepario codificado con fecha
del 18 de enero del 2016, el cual se mantuvo bajo refrigeracion a

4 °C para los ensayos posteriores.

Caracterizacion de las bacterias termaofilas

Las caracteristicas microscopicas observadas se dan a
conocer en la tabla 6. ElI 100 % de las bacterias termofilas
reactivadas fueron Gram positivos y su morfologia corresponde a
bacilos de diferentes longitudes con presencia de esporas
terminales deformantes o ausencia de ellas. Ademas, se observo
agrupaciones en forma de cadenas rectas y cortas o

filamentosas largas y ondulados segun la cepa evaluada.

No se registré contaminacion en las tinciones verificando la

pureza de cada cultivo bacteriano (Anexo 1).
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Tabla 6. Tincibn Gram de las bacterias terméfilas con potencial para la

decoloracion de tintes sintético

Bacteria  Gram Caracteristicas morfolégicas

CB-13 Positivo  Bacilos cortos, delgados, algunos forman cadenas y
se observa espora terminal deformante.
CB-16 Positivo Bacilos medianos, algunos forman filamentos y se
observa espora terminal deformante.
CB-25 Positivo  Bacilos largos, delgados, forman filamentos y no se
aprecia formacion de esporas.
BT-16 Positivo Bacilos medianos y cortos, gruesos, algunos en
parejas, sin espora.
CTB-13  Positivo Bacilos medianos y cortos, gruesos, algunos con
esporas terminal deformantes.
CTB-16  Positivo Bacilos medianos y cortos, delgados, algunos con
espora terminal deformante.
CTB-19 Positivo Bacilos largos, gruesos, algunos forman cadena,
forman esporas terminales deformante,
CTB-21  Positivo Bacilos cortos y medianos, delgados, forman
cadenas y algunos con espora terminal deformante.
FT-6 Positivo Bacilos cortos y medianos, delgados, algunos
presentan espora terminal.
FT-9 Positivo Bacilos medianos, algunos en parejas y tienen
espora terminal deformante.
TM-12 Positivo  Bacilos medianos, algunos forman cadenas cortas,

no forman esporas

Fuente: Elaboracion propia
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3.1.3.

Los resultados de la caracterizacibn macroscopica se
describen en la tabla 7, luego de 24 horas de incubacion a 60 °C
las colonias fueron observadas en estereoscopio con aumento
10X; las dos formas predominantes fueron circulares e
irregulares, junto al borde, la elevacion y las demas
observaciones registradas como un halo o punto central, se logré

distinguir cada bacteria termofila como una cepa diferente.

Evaluacién de la actividad enzimatica tipo lacasa de las

bacterias termoéfilas en medio sélido

Se evalud la capacidad de 11 bacterias termofilas para la
actividad enzimatica tipo lacasas sobre el guayacol (2-
metoxifenol), siringol (2,6-dimetoxifenol), ABTS y sirigaldazina;
en medio so6lido, logrando valorizar cualitativamente la actividad
enzimética por la intensidad de las coloraciones de las colonias,
correspondientes a la oxidacion de cada sustrato empleado. Los

resultados se dan a conocer en la tabla 8 y el anexo 3.

Del total de cepas evaluadas, las bacterias terméfilas CB-13, CB-
25, FT-6 y TM-12 presentaron intensidad alta para la oxidacion
del guayacol y siringol, mientras que la actividad enzimatica de
CB-16, BT-16, CTB-21 y FT-9 se valorizaron como intermedia;

representando ambas categorias el 73 % del total (Figura 01).
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Tabla 7. Caracteristicas macroscoépicas de las colonias de bacterias termofilas seleccionadas

Bacteria Forma Borde Elevacion Consistencia Color Observaciones Tamanfo
(mm)
CB-13 Irregular Irregular Elevada Cremosa Crema Halo gris en el centro de la 3-5
colonia
CB-16 Irregular Ondulado Elevada Cremosa Crema  Superficie con elevaciones 5
irregulares como verrugas
CB-25 Irregular Entero Elevada Cremosa Crema  Borde y punto en el centro mas 2
0SCuros
BT-16 Circular Entero Codncava Cremosa Crema  Centro marrén oscuro
CTB-13 Circular Entero Elevada Viscosa Crema  Punto central con un halo 2
blanco alrededor
CTB-16 Circular Entero Elevada Cremosa Crema  Superficie lisa 2
CTB-19 Circular Irregular Plana Cremosa Crema  Superficie lisa con punto 3
central
CTB-21 Circular Entero Concava Cremosa Crema  Superficie lisa 2
FT-6 Irregular Entero Convexa Cremosa Crema  Superficie lisa con punto 1
central
FT-9 Circular Irregular Plana Cremosa Crema  Superficie lisa 4
TM-12 Irregular Irregular  Elevada Cremosa Crema  Centro opaco con halo gris 1

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 8. Actividad enzimatica tipo lacasa de bacterias termofilas en

medio sélido

Bacteria Guaiacol Siringol ABTS Siringal-  Categoria

(2-MP)  (2,6-DMP) dazina
CB-13 5 5 0 0 Alta
CB-16 3 3 - - Intermedia
CB-25 4 5 0 0 Alta
BT-16 3 3 - - Intermedia
CTB-13 1 1 - - Baja
CTB-16 1 2 - - Baja
CTB-19 1 2 - - Baja
CTB-21 3 4 - - Intermedia
FT-6 4 5 0 0 Alta
FT-9 2 3 - - Intermedia
TM-12 4 4 0 0 Alta

Leyenda: Alta=4 y 5, Intermedia=3, Baja=1 y 2, Reaccién negativa=0 y

No se evalud= —

Fuente: Elaboracion propia

A las bacterias CB-13, CB-16, BT-16, CTB-13 y TM-12 se
les asignaron el mismo puntaje en la valorizacion para
guayacol y siringol; sin embargo, el resto de bacterias tienen
mayor puntaje en el ensayo con siringol (2,6-DMP), ya que

se observé un aumento en la intensidad de la coloracién.

Sin embargo, la reaccion fue negativa en la evaluacién de la
oxidacion del ABTS vy siringaldazina para las bacterias
termofilas CB-13, CB-25, TM-12 y FT-6 al no observarse
cambios en la coloracion de las colonias de las bacterias

termdfilas.
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Figura 3. Grafico de porcentajes de las categorias de la
evaluacion de la actividad enzimatica tipo lacasa en

medio sélido

Segun los criterios de cribado para la deteccién de la
actividad enzimatica tipo lacasa en medio sélido con
diferentes sustratos fueron elegidas para los posteriores
estudios de decoloracién de tinte sintéticos en pruebas de
tubos de ensayo las bacterias terméfilas CB-13, CB-25, TM-
12y FT-6

3.2 Seleccién del cultivo bacteriano termoéfilo con mayor potencial

para la decoloracion de tintes sintéticos

Se evaluo la capacidad de decoloracion de los cuatro cultivos
bacterianos previamente seleccionados (CB-13, CB-25, FT-6 y
TM-12) frente a cinco tintes textiles puros: rojo de Congo, azul
brillante de remazol (RBBR), azul de toluidina, verde malaquita y

45



cristal violeta y cuatro tintas de impresion de color magenta,
amarillo, ciano y negro en caldo BHI. Los resultados obtenidos del
potencial de decoloracién a las 24 horas se dan a conocer en la
tabla 9 y el anexo 4.

Tabla 9. Seleccion del cultivo bacteriano terméfilo con  mayor

potencial de decoloracion de tintes sintéticos a las 24

horas
Tinte sintético CB-13 CB-25 TM-12 FT-6
(Clasificacion)

Rojo de Congo ++ ++ +++ C
(diazoico)
Azul brillante remazol R ++ Cl ++ Cl
(antraquinona)
Azul de toluidina C Cl C C
(fenotiazina)
Verde malaquita Cl Cl Cl Cl
(trifenilmetano)
Cristal violeta Cl Cl Cl Cl
(trifenilmetano)
Negro (Epson) + +++ ++ Vv
(carbon negro)
Amarillo (Epson) +++ +++ +++ Vv
(monoazoico)
Magenta (Epson) +++ +++ +++ Vv
(monoazoico)
Ciano (Epson) C C C Cl
(ftociano)

Leyenda: El nUmero de cruces (+ a +++) indica la intensidad de la
decoloracion; (C) denota crecimiento sin cambio de color; (V)
indica variables en los resultados; (Cl) denota inhibicion en el
crecimiento.

Fuente: Elaboracién propia
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Al evaluar la capacidad para decolorar tintes sintéticos puros,
la bacteria termaofila TM-12 decoloro totalmente el rojo de Congo en
24 horas seguida de CB-13 y CB-25, las cuales, decoloraron con

menor intensidad observandose un color anaranjado (Anexo 4.1).

En los ensayos de las bacteria terméfilas CB-13 y TM-12 con
azul brillante de remazol R, se observd disminucion en el color
inicial del medio de cultivo de azul oscuro a verde azulado con
abundante biomasa bacteriana; por lo que se consider6 una
decoloracién incompleta (++) (Anexo 4.2). También, las bacterias
termofilas CB-13 y TM-12 junto a FT-6 crecieron en el medio de
cultivo con azul de toluidina, observandose turbidez, pero el color
inicial se mantuvo; por lo tanto, no hubo decoloracion (Anexo 4.3).
En las pruebas con los otros tintes sintéticos, como cristal violeta y

verde de malaquita, el crecimiento microbiano fue inhibido.

Los tres cultivos bacterianos termofilos, CB-13, CB-25 y TM-
12, lograron decolorar completamente los medios de cultivo con
tinta de impresion magenta y amarillo a las 24 horas (Anexo 4.4 y
4.5); mientras que para el medio de cultivo con tinta negra, solo la
bacteria CB-25 alcanzé la decoloracion completa, seguida de TM-
12 a las 48 horas (Anexo 4.6). Sin embargo, ninguna de las
bacterias decolor6 completamente el medio con tinta ciano, por lo
tanto, estas dos cepas son las que muestran mayor capacidad para

decolorar tintas de impresion.

Segun los resultados obtenidos de la decoloracién de tintes
sintéticos y tintas de impresion graficados en la figura 4, se
seleccion6 a la bacteria termofila TM-12 por presentar un rango
mas amplio de decoloracion que el resto de cultivos bacterianos.
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Figura4. Grafico de barras de la seleccion del cultivo
bacteriano termdfilo con mayor potencial de

decoloracion de tintes sintéticos.
3.3 Caracterizacion bioquimica e identificacion bacteriana
3.3.1 Caracterizacion bioquimica

Se logr6 examinar la reactividad de los pocillos de
reaccion del sistema RapID STR observandose el desarrollo
del color y su interpretacion segun las indicaciones del
manual, cuyos resultados se muestran en la Tabla 10.

Adicionalmente, la prueba de la catalasa dio como

resultado positivo, indicando la liberacion del O, que

comprueba la presencia de la enzima.
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3.3.2

Tabla 10. Resultados del sistema RaplD STR para la

bacteria termoéfila TM-12

Prueba bioquimica  Resultado Interpretacion
ARG Amarillo Negativo
ESC Crema Negativo
MNL Rojo guinda  Negativo
SBL Rojo guinda  Negativo
RAF Rojo guinda  Positivo
INV Guinda Positivo

Gal Amarillo Positivo
Glu Amarillo Positivo
Nag Amarillo Positivo
PO, Amarillo Positivo
TYR Morado Positivo
HPR Transparente Negativo
LYS Rosado Negativo
PYR Transparente Negativo

Fuente: Elaboracion propia

Por lo tanto la bacteria termofila TM12, es capaz de
utilizar como fuentes de hidratos de carbono a la rafinosa y
la inulina, ademas presenta las enzimas -galactosidasa y -
glucosidasa para hidrdlisis de los glucésidos y la enzima

tirosina hidrolasa para oxidar a la tirosina.

Identificacién molecular

El algoritmo BLAST se utilizO para recuperar las

secuencias homologas en GenBank a la secuencia de ARNr
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16S de 1518 nucledtidos obtenida de la bacteria termofila
TM-12. El aislamiento bacteriano reveld6 un 99 % de
identidad con cuatro especies del género Geobacillus. Estas
fueron G. kaustophilus, G. thermoparaffinivorans, G.

thermoleovorans y G. stearothermophilus (Tabla 11).

La identificacibn microbiana basada en las
caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y moleculares,
permitié que el aislamiento fuera identificado como una cepa

del género Geobacillus.

3.4 Cinéticas de decoloracion de los tintes sintéticos durante el

tratamiento con la bacteria termoéfila seleccionada

Para determinar las cinéticas de remocion de los tintes
sintéticos durante el tratamiento con la bacteria termofila TM-12, se
obtuvo primero el espectro de absorbancia del control abiético de
cada tinte sintético para conocer la longitud de onda con maxima
absorbancia, lo que permitié graficar las curvas de remocion y
determinar los porcentajes de decoloracién bajo condiciones

controladas.
Ademas, durante todo el proceso se llevo a cabo la cinética

de un control abiético, el cual tenia la misma cantidad de tinte textil

o tinta de impresion, pero sin microorganismo inoculado.
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Tabla 11. Resultados del reporte del BlastN para el secuenciamiento del ARN 16S de la bacteria
termdfila TM-12

Espécimen (Descripcidn) Cédigo de Identidad
acceso Igualdad Total Pct (%)

Geobacillus kaustophilus cepa BGSC 90A1 NR_115285.1 1514 1518 99
gen ARN ribosomal 16S, secuencia
complete
Geobacillus kaustophilus HTA426 cepa NR_074989.1 1513 1518 99
HTA426 90A1 gen ARN ribosomal 16S,
secuencia completa
Geobacillus kaustophilus cepa G2 gen ARN  JX522539.1 1509 1512 99
ribosomal 16S, secuencia parcial
G. thermoparaffinivorans cepa IT-12, gen EU214615.1 1514 1518 99
ARN ribosomal 16S, secuencia parcial
G. thermoleovorans cepa CCB_US3 UF5, CP003125.1 1512 1518 99
genoma completo

G. stearothermophilus cepa BGSC 9A19 AY608941.1 1512 1518 99
gen ARN ribosomal 16S, secuencia parcial
Fuente: Reporte de BlastN
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3.4.1 Curvas de remocion

Los resultados obtenidos se grafican en la curva de
remocion del rojo de Congo (Figura 5) que demuestra el
avance de la disminucion de la absorbancia a 500 nm cada

12 horas.

La decoloracién de la tinta de impresidon magenta se
monitoreo a partir de las 8 horas de incubacion a 60 °C cada
dos horas; la decoloracibn se completd a las 14 horas
observandose el color inicial del caldo cerebro-corazon,
dicha cinética se representa en la curva de remocién de la

figura 6.

=4—R0jo de Congo
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Unidades de Absorbancia
H
w
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Figura 5. Curva de remocion del tratamiento bioldgico con la

bacteria termofila TM-12 para rojo de Congo.
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Figura 6. Curva de remocion del tratamiento bioldgico con la
bacteria termofila TM-12 para la tinta de impresion

magenta.

Del mismo modo se monitored la decoloracion de la
tinta de impresion de color negro, la cual, demoro 16 horas,
luego de este tiempo se observé la desaparicion completa
del color en el medio de cultivo; la curva de remocion se

grafica en la figura 7.
La decoloracion de la tinta de impresion cian fue

evaluada cada 12 horas para tres diferentes concentraciones
por triplicado (Figura 8).
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Figura 7. Curva de remocion del tratamiento biologico con la
bacteria termdfila TM-12 para la tinta de impresion
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Figura 8. Curvas de remocién del tratamiento biol6gico con
la bacteria termofila TM-12 para la tinta de
impresion ciano a tres concentraciones (0,1; 0,05 y
0,025 % v/v).
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Tabla 12. Analisis de varianza de los tres tratamientos para
la decoloracion de la tinta ciano por la bacteria
termdfila TM-12.

Suma de Gl Cuadrado Razén Valor
Cuadrados Medio -F -P
Tratamiento 940.222 2 470.111 33.05 0.000
6
Error 85.3333 6 14.2222
Total (Corr.) 1025.56 8

Fuente: Elaboracién propia

Del analisis de varianza (ANOVA), empleando la
prueba F a un nivel de 0,05 de probabilidad, para la variable
concentracion de tinta de impresion, 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 decoloracion de la tinta de impresion ciano entre una
concentraciéon y otra, con un nivel de confianza del 95 %. Por
lo que se rechaza la hipoétesis nula y se acepta la alterna, es
decir, que en al menos una de las tres concentraciones de
tinta de impresién tiene un efecto diferente en la
decoloracion del tinte durante el tratamiento con la bacteria
TM-12.

Para determinar cudl es la concentracion mas favorable
para una mejor decoloracion de la tinta de impresion se
procedi6 a realizar la prueba de multiples rangos al 95 % de

confiabilidad cuyos resultados se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13. Pruebas de mdltiples rangos para las
concentraciones de tinta de impresion ciano

segun el método de Fisher.

) _ Grupos
Tratamiento  Casos Media
Homogéneos
1 3 33.6667 X
2 3 45.0 X
3 3 58.6667 X

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 13 se aplica un procedimiento de
comparacion multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. Se han identificado
tres grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en
columna empleando el procedimiento de diferencia minima

significativa de Fisher.

Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que
cada par de medias es significativamente diferente, cuando

la diferencia real es igual a 0.

Por lo tanto, la decoloracion de la tinta de impresion
ciano depende la concentracién inicial de la tinta y se
obtiene mayor decoloracién al utilizar la concentracion tres

de 0,025 % v/v correspondiente al valor mas bajo.
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3.4.2 Espectros de absorbancia

Con el fin de obtener mas datos que permitieran afirmar
que efectivamente los tintes sintéticos estaban sufriendo
cambios quimicos a causa del tratamiento biolégico a los
gue se sometieron con la bacteria terméfila TM-12, se midio
el espectro de absorcion de los tintes tratados en cada

intervalo de muestreo.

El espectro de absorcion del rojo de Congo a las 0
horas presenta un pico elevado entre los 500 nm que se
mantiene a las 12 horas pero desaparece a las 24 horas
junto a la disminucidon de todo el rango de absorbancias
desde los 400 a 600 nm (Figura 9). Durante el tratamiento
con TM-12 para la tinta de impresidon magenta su espectro
de absorcion también presenté cambios; se observé como
este disminuy6 progresivamente llegando a un minimo a las
14 horas (Figura 10).

De la misma manera, el espectro de absorcion de la
tinta de impresion negra presenté cambios en cuanto a la
desaparicién total de los picos maximos de absorcién entre

los 500 nm y la aparicion de picos a los 400 nm (Figura 11).
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Figura 9. Espectros de absorcion del tratamiento biologico

con la bacteria termdfila TM-12 para el rojo de
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Figura 10. Espectros de absorcion del tratamiento biolégico
con la bacteria termdfila TM-12 para la tinta de

impresion magenta.
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Figura 11. Espectros de absorcion del tratamiento biologico
con la bacteria terméfila TM-12 para la tinta de

impresion negra.

La tinta de impresion ciano presentd una disminucion
constante en las unidades de absorcion del rango visible,
con una maxima disminucién a las 36 horas. Sin embargo no
se presentaron cambios en el espectro UV para las
concentraciones de 0,1 y 0,05 % v/v, s6lo a 0,025 % v/v
desaparicion el pico de absorbancia. (Figura 12). Sin
embargo, este resultado podria deberse a un proceso de
adsorcion del tinte por las paredes de las bacterias cuyas

biopeliculas presentaron color azulado.
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3.4.3 Porcentajes de decoloracion

Segun los resultados obtenidos se aprecia que los
tratamientos para el rojo de Congo Y la tinta de impresién de
color negro fueron totalmente efectivos con porcentajes de
decoloracién cercanos al 80 %, cuya absorbancia final
corresponde al color amarillo inicial del medio de cultivo
cerebro-corazon, demostrando la capacidad de la bacteria
termofila TM-12 para la degradacion de estos tintes

sintéticos.

Tabla 14. Resultados de remocion de tintes sintéticos
obtenidos por decoloracién con bacteria termdfila
TM-12.

Long.de  Abs. Abs. Porcentaje

Tinte usado onda inicial final de
(nm) decoloracién
Rojo de Congo 500 2,152 0,340 84 %
Tinta magenta 524 1,075 0,289 73 %
Tinta negra 560 1,273 0,285 78 %
Tinta ciano 605 1,294 0,822 36 %

Fuente: Elaboracién propia

A diferencia, el porcentaje de decoloracion de la tinta de
impresion ciano alrededor del 40 %, indica que la bacteria
termofila TM-12 no es una alternativa eficaz para la

degradacion de este tipo de tinte ftociano.

61



3.5 Cinética de remociéon del efluente simulado durante el

tratamiento con la bacteria termo6fila seleccionada

3.5.1 Recuento de bacterias

Se monitoredé el crecimiento bacteriano hasta la
formaciéon de una biopelicula sobre el medio de cultivo, los
resultados se muestran en la figura 13. Hasta las 8 horas de
incubacion se alcanz6 una concentracion aproximada de

2,17x10°8 células/ml.
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Figura 13. Recuento de la bacteria terméfila TM-12 durante
el tratamiento bioldgico para el efluente simulado

de un destintado.
El recuento bacteriano permiti6 conocer que el

crecimiento bacteriano se realizaba con normalidad y que no

se presento ningun factor de inhibicion.
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3.5.2 Curvade remocion

A 560 nm, se registraron las méas altas unidades de
absorbancia en el tiempo inicial (1,019) y durante el
monitoreo a partir de las 10 horas, se pudo observar que la
absorbancia se mantiene constante alrededor de la unidad,

hasta las 16 horas que disminuy6 hasta 0,412 (Figura 14).

1,20 4

1,00 .
0,80 -
0,60 -
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Figura 14. Curva de remocioén del tratamiento bioldgico con
la bacteria termofila TM-12 para el efluente

simulado de un destintado.

El grafico de la curva de remocion permite diferenciar el
avance continuo de la decoloracién en periodos de 2 horas
hasta que se observo la desaparicion total del color en el

medio de cultivo entre las 14 y 16 horas.
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3.5.3

Espectro de absorbancia

A partir de las 10 horas del tratamiento biolégico con la
OC,

absorbancia a diferentes longitudes de ondas cada 2 horas

bacteria terméfila TM-12 a 60 se monitored la

hasta la remocioén del color.

El espectro de absorcion grafica curvas de unidades de
absorbancia iguales desde el inicio (0 horas) hasta las 14
horas, seguido de la disminucion brusca que se muestra en
lineas punteadas celestes de la figura 15. Los resultados del
espectro de absorcidbn no concuerdan con los cambios
progresivos del color, el cual, disminuyd constantemente
hasta las 14 horas llegando a observarse finalmente un color

verde olivo claro.
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Figura 15. Espectros de absorciéon del tratamiento biolégico
con la bacteria termofila TM-12 para el efluente

simulado de un destintado.
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3.5.4 Porcentaje de decoloracion

El resultado obtenido del tratamiento bioldgico con la
bacteria termofila TM-12 del efluente simulado de un
destintado con un aproximado 60 % del porcentaje de
decoloracién (Tabla 15) concuerda con los datos antes
mencionados en la decoloracion de tintes sintéticos, incluso
la presencia de la tinta de impresion ciano, no impide que se

decolore el resto de tintas de impresion.

Tabla 15. Resultados de remocion del efluente mixto

simulado por la bacteria termofila TM-12.

Long. Abs. Abs. Porcentaje

Efluente o _
) de onda inicial final de
simulado »
(nm) decoloracién
04 Tintas de
impresion 560 1,019 0,412 59,6 %
Epson

Fuente: Elaboracién propia
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IV. DISCUSION

» Caracterizacion microscépica y macroscoépica de los cultivos

bacterianos estudiados

La tincibn Gram permitio diferenciar a las bacterias termofilas
estudiadas clasificandolas en el grupo de bacterias Gram positivas, por
lo que posiblemente compartan las propiedades estructurales atribuidas
a este grupo, una pared celular gruesa con elevado contenido de
mureina. Coincidiendo con otros estudios realizados sobre la diversidad
de bacterias cultivables aisladas de fuentes termales en Turquia
(Adiguzel et al., 2009) o en Manikaran, India (Kumar et al., 2013).

Ademas las caracteristicas morfologicas reportadas de bacilos
Gram positivos, permiten aproximarse a la clasificacion taxondémica de
estos cultivos como miembros del filo Firmicutes. En las dUltimas
décadas, diversos estudios con bacilos terméfilos han reportado los
siguientes géneros para este filo: Bacillus, Amphibacillus,
Alicyclobacillus, Paenibacillus, Aneurinibacillus, Brevibacillus,
Halobacillus, Virgibacillus, Gracilibacillus, Sulfobacillus, Salibacillus,
Anoxybacillus, Coprobacillus, Thermobacillus, Filobacillus, Geobacillus,
Ureibacillus, Jeotgalibacillus , Sulfobacillus y Marinibacillus; basados en
los datos de analisis de la secuencia del ARNr 16S (Adiguzel et al.,
2009; Zeigler, 2001). Dentro de los géneros mencionados, el Unico
bacilo termdfilo con actividad enzimética de lacasas ha sido reportado
por Ambika y Shirkot (2014), quienes caracterizaron y purificaron la
lacasa termoestable de Geobacillus thermocatenulatus MS5 aislado de
las fuentes termales de Manikaran en India con una baja temperatura
Optima de 55-60 °C.
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El tamafio de las bacterias no se registro, ya que no se cuenta
con un micrometro, sin embargo, se aproxima de 5 a 8 um de largo por

1,5 pm de ancho para los bacilos.

Al respecto de la caracterizacion macroscoépica, existe variedad
en la descripcion de las colonias bacterianas, siendo la forma irregular y
circular dominante y el color crema; sin embargo estos dos caracteres
pueden cambiar segun la composicion del medio de cultivo empleado, lo
gue se debe tener en cuenta para ensayos posteriores. Resalta también
la consistencia viscosa de CTB-13y la observacion de puntos centrales
en BT-16, FT-6 y CTB-13.

Esta caracterizacibn microscopica y macroscopica nos sirvio
como base de datos para proximos ensayos y se tuvo en cuenta para la
basqueda y eleccion de metodologias sobre bacterias productoras de
lacasas de similar origen y caracteristicas. Asimismo, es muy importante
para confirmar la pureza de los ceparios y poder conservar las cepas

aisladas libres de contaminantes ambientales o del cruce de cepas.

» Evaluacion de la actividad enzimética tipo lacasa

Sheikhi et al. (2012), fueron los primeros en aislar bacterias
productoras de lacasas intracelulares utilizando 0.5 mM guayacol (2-
metoxifenol) en el medio de cultivo. A partir de los resultados obtenidos,
se puede afirmar que el Laboratorio de Bioquimica y Nutricion ha logrado
aislar bacterias termdfilas con actividad tipo lacasa que oxidan al

guayacol desarrollando colonias de color marron.
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Aunque el guayacol es un sustrato apropiado para el cribado de
microorganismos productores de lacasas, ha sido reportado que las
lacasas tienen la capacidad para oxidar &cidos metoxifendlicos a
diferentes grados (Bar, 2001), lo que llevo a utilizar un segundo método
de seleccion cualitativa con siringol (2,6 dimetoxifenol) lograndose
observar mejor la intensidad del cambio de color de las colonias

anaranjadas distinguiendo la cobertura total o parcial del color.

Se asignaron puntajes mas altos para la oxidacion del 2,6-DMP
que 2-MP. Probablemente estos resultados reflejan lo antes mencionado
en el trabajo de Guillén et al. (2000), en el que 2,6-dimetoxi-1,4-
benzohidroquinona se oxid6 més eficientemente por la lacasa de
Pleurotus eryngii, correlacionandose con la mayor afinidad por siringol
(2,6-DMP) que para guayacol (2-MP). Al respecto, Robles (2000)
informo que la inferior actividad de la lacasa hacia monofenoles, como el
guayacol, se deba posiblemente a la inactivacion de la enzima lacasa

por los productos de reaccion.

Generalmente las lacasas se combinan con una alta afinidad por el
ABTS vy siringaldazina, mientras que la oxidacion de guayacol es
considerablemente mas lenta. Sin embargo, no se detectd actividad
oxidorreductora sobre ABTS o siringaldazina, estos resultados se
asemejan a lo reportado por la lacasa amarilla de Bacillus sp. ADR que
oxida o-tolidina, 2,6-DMP, guayacol, hidroquinona y L - DOPA, pero no
ABTS, siringaldazina, catecol, benzidina, p-cresol, pirogalol, &cido
cafeico y tirosina (Telke A., et al., 2011). Ademas, la lacasa fungica de
Aspergillus nidulans fue incapaz de oxidar al ABTS y siringaldazina
(Scherer & Fischer, 1998), asi como, la lacasa de Agaricus bisporus que
tampoco oxido siringaldazina, catecol, pirogalol y L-DOPA (Miller et al.,
1997).
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Por lo tanto, debido al amplio rango de sustratos y diversidad de
afinidad, la determinacién inequivoca de la actividad oxidorreductora de
las lacasas se logra mediante la purificacion de la proteina hasta la
homogeneidad electroforética y la determinacion de KM con mdltiples

sustratos y asi poder diferenciar la actividad de otras fenoloxidasas.

Sin embargo, el color amarillo-anaranjado formado por la quinona
producto de la oxidacion del 2,6-DMP que se observo en la coloracion de
las colonias confirman la presencia de enzimas con capacidad de oxidar
compuestos fenolicos sustituidos con radicales metoxilo; por lo cual, se
afirma que las bacterias termofilas CB-13, CB-25, FT-6 y TM-12
presentan actividad enzimética tipo lacasa.

» Seleccion del cultivo bacteriano terméfilo con  mayor

potencial para la decoloracion de tintes sintéticos

La seleccion del cultivo bacteriano termdfilo con mayor potencial
para la decoloracion de tintes sintéticos se basé en los resultados
obtenidos de las pruebas realizadas en tubos de ensayo con nueve
tintes sintéticos distintos a las 24 horas. En general, a los tintes
sintéticos azoicos ensayados (tinta amarilla, tinta magenta y rojo de
Congo), les corresponde mayor intensidad de decoloracion frente al
resto de tintes estudiados. Esta diferencia en la eficiencia puede estar
relacionada a la complejidad de la estructura quimica del tinte sintético,
ya que la presencia del azufre en los anillos de las fenotiazina o en los
grupos sulféxidos de los tintes de antraquinona que no facilitan su
degradacion microbiana; una observacion similar en la investigacion de
la degradabilidad de diferentes estructuras de colorantes por Garzon
(2009).
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Ademas, los colorantes a base de antraguinona son considerados
como los mas resistentes a la degradacion debido a sus propiedades
estructuras aromaticas fundidas que permanecen coloreadas durante

periodos de tiempo (Banat et al., 1996).

Por otra parte, los tintes de trifenilmetano como el cristal violeta o el
verde malaquita por sus propiedades antibacterianas, probablemente
ocasionaron la inhibicién total del crecimiento de las bacterias cultivadas,
a diferencia de los estudios realizados con hongo como Fomitopsis feel,
el cual presentaba altos porcentajes de decoloraciéon de tintes de
trifenilmetano correlacionado a la actividad enzimética de trifenilmetano
reductasas, mas no a la actividad enzimética de lacasas (Nidadavolu et
al., 2013).

Por lo tanto, en cuando a la eficacia de los cuatro aislados
bacterianos termofilos en decolorar estos tintes sintéticos se puede
afirmar que depende de la complejidad de la estructura de los tintes, en
particular sobre la naturaleza, la posicién de los sustituyentes en los

anillos aromaticos y las interacciones resultantes con estos enlaces.

» ldentificacién microbiana

El termofilo Geobacillus sp. TM-12 es un bacilo aerobio, Gram
positivo, formador de esporas, capaz de crecer a altas temperaturas (50-
75 °C), con un crecimiento optimo de 65 °C. Bioquimicamente puede
utilizar como fuente de carbono a la rafinosa e inulina, pero no al manitol

ni sorbitol, y es capaz de hidrolizar p-nitrofenil- sustituido o fosfoéster.
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Los resultados obtenidos se comparan en la tabla 16 con los
algunos reportes encontrados para G. kaustophilus SBS-4S (Tayya,
Rashid & Akhtar, 2011), G. thermoleovorans ID-1 (Lee et. al., 2001) G.
stearothermophilus (Nazina, 2001).

Tabla 16. Caracteristicas diferenciadoras de la cepa TM-12- de las

especies estrechamente relacionadas del género Geobacillus

Prueba TM-12 1 2 3
bioquimica
Arginina - - ND ND
Esculina - ND ND ND
Manitol - ND ND
Sorbitol - - - -
Rafinosa + + ND ND
Inulina + ND ND ND
Gal + + ND ND
Glu + ND ND ND
Nog + ND ND ND
PO, + ND ND ND
Tirosina + ND ND ND
Hidroxiprolina - ND ND ND
Lisina - - ND ND
Pirimida - ND ND ND

Leyenda: Los numeros dados en la parte superior de cada
columna corresponden a G. kaustophilus (1), G. thermoleovorans
(2), G. stearothermophilus (3). Los simbolos son: +,
crecimiento/actividad observada; -, no se observé crecimiento /

actividad; ND, no determinado; V, Variable dentro del grupo.
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> Decoloracién de los tintes sintéticos

El cultivo bacteriano termoéfilo evaluado presenta mejores
resultados de remocion para el colorante rojo de Congo (84 %), seguida
de la tinta de impresion negray magenta (78 %y 73 %), contrario a la
tinta de impresion Ciano en bajas concentraciones (59 %); lo cual refleja
como la remocion de cada uno de los tinte sintético varia de acuerdo a la
estructura quimica del tinte sintético logrando decolorar compuestos

azoicos, pero no ftalocianinas.

Geobacillus sp. TM-12 ha superado la toxicidad inherente a los
compuestos azoicos. Esta capacidad se ha relacionado a la produccion
de enzimas oxidasas como las lacasas y enzimas reductasas como las
azoreductoras. Por las condiciones de cultivo estatico puede estar
ocurriendo la produccion de ambas enzimas para la degradacion de los
tintes. Al haber confirmado la actividad enzimatica tipo lacasa
previamente con ensayos en medio solido, se puede tener la seguridad
gue dichas enzimas estan participando en el tratamiento biol6gico de los
tintes sintéticos en condiciones estaticas; por lo cual, se estarian
liberando productos no téxicos que permiten que la biomasa bacteriana
continie en aumento. Al respecto, Durao et al. (2008) mostraron que la
incubacion estatica mejord el contenido de cobre celular, produciendo
asi una poblacién totalmente cargada de proteina de cobre, lo cual
favorece la produccion de las lacasas en este tipo de tratamientos

biol6gicos favorables con el medio ambiente.
La comprobacion de la degradacion del compuesto también se ve

en las figuras 9,10 y 11 que muestra los espectros UV-visible después

de 12 h de incubacién con el aislamiento.
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Comparando con otros estudios, Olukanni, et al. (2013),
reportaron la decoloracion del rojo de Congo (0,1 g/L) por Bacillus
thuringiensis RUN1 en 72,84 % a las 12 horas, en comparacion
nuestros resultados son mas eficientes en porcentaje (84,02 %) y en una

concentracion 10 veces superior de tinte a las 24 horas.

En el caso del rojo de Congo, magenta y negro se pueden ver
aparecer nuevos picos en la regiones proximas a los 350 nm, lo que
indica que el tinte se ha descompuesto en nuevos compuestos
intermedios que absorben la luz en esta region, y los picos que
desaparecen en las regiones de los 450 nm indica que el compuesto
inicial est& siendo degradado.

El mecanismo en que las lacasas oxidan un electron del anillo
fendlico de los compuestos azoicos para generar un radical fenoxi indica
Moreno y Ospina, (2008) que se debe oxidar una vez mas por la
enzima para producir un ion carbonio en el que la carga esta localizada
en el anillo fendlico que lleva el carbono azo y lograr que el ataque
nucleofilico por el agua forme 4-sulfofenildiazeno y una benzoquinona

perdiendo el color del compuesto

NoO se observan estos nuevos picos con el tinte ciano. Esto, junto
con los sedimentos bacterianos altamente coloreados indican que la
disminucion de las concentraciones de colorante con ciano, se debe a
adsorcion. Al igual que en el estudio de Zhou y Zimmermann (1993)
quienes lograron el 52.3 % de decoloracion de un efluente con tintes a
los 14 dias de incubacion en medio liquidos utilizando cepas de
actinomicetos, sin embargo se le atribuye a una absorcion del tinte a las

células en lugar de una degradacioén del tinte,
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> Decoloracién del efluente de destintado simulado

La decoloracién del efluente alcanzada demuestra que la
presencia del tinte ciano no inhibe el crecimiento de Geobacillus sp. TM-
12. Los colorantes azoicos contienen generalmente uno 0 mas grupos
sulfonico-acido en los anillos aromaticos, que podria actuar como
detergentes para inhibir el crecimiento de microorganismos pero no ha
sido este un problema al emplear las tintas de impresiébn magenta y

amatrillo en el efluente simulado.

En el trabajo realizado por Cristovao, Tavares, Ferreira, Loureiro,
Bouventura y Macedo (2009), se estudio la degradacion de una mezcla
de tres tintes textiles reactivos (Reactive black 5, Reactive yellow 15 y
Reactive Red 239), simulando un efluente textil real, por una lacasa
comercial en un reactor discontinuo, logrando una alta decoloracion, lo
que indica la aplicabilidad de este método para tratamiento de aguas
residuales textiles a través del desarrollo de modelos matemético para

simular la cinética de la catdlisis de la lacasa.

Sin embargo, hasta el término del presente trabajo, no se han
publicado informes sobre procesos de decoloracion de tintas de
impresion por lo que es importante continuar con los estudios de
seleccion de microorganismos que podrian decolorar eficazmente un
efluente que contiene dichos tintes modelos en condiciones aerobias

como Geobacillus sp. TM-12.
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V. CONCLUSIONES

Se logré evaluar la biodecoloracion de tintes sintéticos durante el
tratamiento biolégico con la bacteria termdfila, Geobacillus sp. TM-12

con actividad enzimética tipo lacasa a 60 °C.

Se determin6 que las bacterias terméfilas codificadas como CB-
13, CB-25, FT-6 y TM-12 del cepario del Laboratorio de Bioquimica,
presentan mayor actividad enzimatica tipo lacasa para los cuatro
sustratos evaluados (2-MP; 2,6 — DMP; ABTS y SRG) en medio sélido

El cultivo bacteriano termdfilo TM-12 fue seleccionado por tener
el mayor potencial para la decoloracion de los nueve tintes sintéticos

evaluados en las pruebas de tubos de ensayo.

La bacteria TM-12 se caracteriza por ser un bacilo Gram positivo,
identificado molecularmente como Geobacillus sp con un porcentaje de

homologia del 99 % en su secuencia de ARNr 16 S.

Las cinéticas de remocién de los tintes sintéticos azoicos durante
el tratamiento biolégico con Geobacillus sp. TM-12 demuestran un alto
porcentaje de decoloracion superior al 75 % en periodos de tiempo

menores a las 24 horas.
En el tratamiento del efluente de destintado simulado con la

bacteria termofila Geobacillus sp. TM-12, a pesar de estar presente el

tinte ciano, se logro la decoloracion en un 60 % a las 14 horas.
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VI. RECOMENDACIONES

Optimizar el medio de cultivo para el tratamiento de tintes
sintéticos con bacterias termoéfilas evaluando el efecto de la aireacién o

agitacion midiendo la cantidad de oxigeno disuelto.

Medir la actividad enzimética tipo lacasa intracelular de
Geobacillus sp. TM-12 con un amplio rango de sustratos fendlicos y no

fendlicos.

Se debe evaluar la inmovilizacién de las bacterias en mallas
inertes para el tratamiento de decoloracién de tintes sintéticos, ya que
puede dar mayor estabilidad y resistencia a las concentraciones mas
elevadas de los contaminantes y un efecto de proteccién debido a las

altas densidades celulares que se alcanzan.
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Vil. ANEXOS

Anexo 1. Fotografias de la tincion Gram de las bacterias termofilas con

potencial para la decoloracién de tintes sintético.

1.3. Tincién Gram de la bacteria CB-25. 1.4. Tincibn Gram de la bacteria BT-16.
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1.5. Tincién Gram de la bacteria CTB-13 1.6.Tincién Gram de la bacteria CTB-16

1.7. Tinciéon Gram de la bacteria CTB-19 1.8.Tinciéon Gram de la bacteria CTB-21

1.9. Tincion Grm de la bacteria FT-6. 1.10. Tinciéon Gram de la bacteria FT-9.
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1. 11.Tincién Gram de la bacteria TM-12.

S \

Anexo 2. Fotografias de las colonias de las bacterias termofilas en
estereoscopio con AUMENTO 10X.

2.1. Colonia de la bacteria CB-13 2.2. Colonia de la bacteria CB-16
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2.3. Colonia de la bacteria CB-25 2.4. Colonia de la bacteria BT-16

2.5. Colonia de la bacteria CTB-13 2.6. Colonia de la bacteria CTB-16
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2.7. Colonia de la bacteria CTB-19 2.8. Colonia de la bacteria CTB-21

.

2.9. Colonia de la bacteria FT-6 2.10. Colonia de la bacteria FT-9
.
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2.10. Colonia de la bacteria TM-12
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Anexo 3. Fotografias de los resultados de la evaluacion de la actividad
enzimatica tipo lacasa de la bacteria termoéfila TM-12en medio
sélido con diferentes sustratos (A: Guayacol, B: Siringol, C: ABTS

y D: Siringaldazina).
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Anexo 4. Fotografias de los resultados de la seleccién del cultivo bacteriano

termofilo con mayor potencial para la decoloracion de tintes
sintéticos en pruebas de tubos de ensayo

4.1. Decoloracién del Rojo de Congo de menor a mayor
intensidad: FT-6, CB-25, CB-13y TM-12

4.2. Decoloracion del Azul brillante de remazol R de menor a
mayor intensidad: FT-6, CB-25, CB-13y TM-12
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4.3. Decoloracion del Azul de toluidina con crecimiento de CB-13
yTM-12 y FT-6

4.4. Decoloracion de la tinta magenta con crecimiento de CB-13,
CB-25y TM-12.

4.5. Decoloracioén de la tinta amarillo con crecimiento de CB-13,
CB-25y TM-12.
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4.6. Decoloracion de la tinta Negra de menor a mayor intensidad: FT-6,
CB-25, CB-13y TM-12

4.7. Decoloracion de la tinta ciano con crecimiento para CB-25, CB-13
y TM-12
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