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RESUMEN

Se recolectdé muestras de agua y sedimento de ocho géiseres de Calientes
(Candarave-Tacna). Las muestras se incubaron a 50°C por 48 horas en
medio de cultivo CMC. Se seleccioné las cepas con mayores halos de
hidrélisis las cuales se rotularon con el codigo GCB-13 y GCC-13. Se
sometieron a tres tratamientos, 45 °C, 50 °C y 55 °C. Cada 24 horas se
monitored la produccion de proteinas totales y azucares reductores hasta las
96 horas. Las cepas GCB-13 y GCC-13 son bacterias Gram (+) que forman
colonias blancas de 49 y 92 mm y cremas de 2.5 y 10.3 mm
respectivamente. La identificacion molecular de las cepas GCB-13 y GCC-13
corresponden a Bacillus sp y Paenibacillus sp respectivamente. La
produccion de proteinas totales de la cepa GCB-13 no presenta diferencias
significativas a 45 °C, 50 °C y 55 °C, pero si en la produccion de azucares
reductores donde se determiné una mayor productividad a 45 °C y 50 °C,
mientras que en la cepa GCC-13 no se encontro diferencias significativas en
la produccién de proteinas totales y azucares reductores por lo que para este

caso se concluye que existe un rango mas amplio de accion.

Palabras claves: celulosa, enzimas celuloliticas, microorganismos

termofilos, glucosa, industria.



1.1

I. INTRODUCCION

Antecedentes

1.1.1. Celulosa

La pared celular vegetal proporciona estabilidad, protege contra
los patégenos, e influye en el crecimiento y desarrollo de la
célula vegetal, entre otras funciones. Estructuralmente, la pared
celular vegetal consiste en una pared primaria y secundaria,
ambas microfibrillas de celulosa estan embebidas en una matriz
de hidratos de carbono (polisacaridos especificamente),
glicoproteinas estructurales, enzimas y otros componentes. Los
polimeros de carbohidratos han sido bien caracterizados y
desempefian un papel principal en el mantenimiento de la
rigidez estructural de la pared celular de la planta. En este
sentido, la pared celular vegetal secuestra cantidades
significativas de polisacaridos metabdlicamente inactivos de

entre las siguientes clases:



- Celulosas (fibrillas insolubles de (1,4) B-glucanos).
- Hemi-celulosas (polisacéaridos no celuldsicos que incluyen f3-
(1,3) glucanos, B- (1,3) (1,4) glucanos, mananos, xilanos).

- Lignina (compuesto polifendlico) (Thomson, 1993).

Los pB-glucanos son polimeros de moléculas de glucosa
formadas por B-enlaces entre las moléculas de glucosa. Los
enlaces pueden ser - (1,4), B- (1,3), o B- (1,6) o una mezcla de
los de dichos polimeros. Existen muchas clases de polimeros
de B-glucano, y su estructura quimica, funcion fisioldgica y el

predominio difieren entre especies de plantas y hongos.

- Celulésicos B-glucanos
Los celuldsicos B-(1,4) glucanos son cadenas poliméricas
formadas por monémeros de glucosa sucesivas
covalentemente unidos por 3- (1,4) glucano. Estos - (1,4)
cadenas de glucano asociadas en manojos para formar
microfibrillas rigidas, insolubles, que pueden contener hasta

varios cientos de polimeros celulésicos (Beguin y Aubert,



1994). La resistencia a la traccion de dichas microfibrillas de
celulosa en los mismos la pared celular vegetal para conferir
rigidez a las estructuras de las plantas. Ademas, los
componentes celulésicos, junto con otros compuestos
poliméricos en la pared celular de la planta, demuestran un
papel de proteccion, actuando como una barrera a diversos

fitopatdgenos.

No celuldsicos B-glucanos

Mientras que los polimeros celuldsicos son ubicuos en las
paredes celulares de diversas especies de plantas, los
glucanos no celulésicos (B- (1,3) glucanos y B- (1,3) (1,4)
glucanos) estan tipicamente presentes en las paredes
celulares de algunas familias de plantas monocotiledoneas,
tales como la Poaceae (Gramineae) (Chesson et al.,
1995). En los hongos, B-(1,3) no celuldésico glucanos son
predominantes en la pared celular, en particular,
proporcionan resistencia estructural (Borgia y Dodge,

1992). Ademas de proporcionar estabilidad estructural a la



pared celular fungica, B- (1,3) los glucanos sirven como
reservas de hidratos de carbono en los ambientes de
crecimiento nutricionalmente agotados (Copa-Patino et al.,

1989).

La hidrolisis de no celulésicos B-glucanos por enzimas -
glucanasa es de gran importancia para las interacciones
planta-micopatogeno, en la arquitectura de la pared celular
de los hongos, y la digestidon de alimentacion de forraje en
los rumiantes (Umemoto et al, 1997; Vasquez-Garciduefias
et al, 1998;. Chen et al, 1997). Tales enzimas se han
clasificado en diferentes familias segun su origen (plantas,
hongos, o microbiana), especificidad de sustrato, y la
funcion. Asi diferentes B-glucanasas no celulésicos tienen
distintos sustratos y modos de accion hidrolitica, en la
medida en que los vegetales, hongos, y B-glucanasas no
celulésicos microbianas cada uno pertenecen a familias
especificas con secuencia conservada y propiedades

funcionales.



En las bacterias, glucanasas no celulésicos constan de [3-
(1,3) (1,4) glucanasas (EC 3.2.1.73), que son especificas
para el sustrato, B- (1,3) (1,4) glucano. Ejemplos de tales
glucanasas incluyen enzimas microbianas a partir de
especies microbianas ruminales y no ruminales (por
ejemplo, Fibrobacter succinogenes y Bacillus subtilis,

respectivamente) (Teather y Erfle, 1990;. Wolf et al, 1995).

1.1.2. Ecosistema de los géiseres Calientes-Candarave
Los geéiseres de Calientes estan ubicados en la
Cordillera Occidental del Sur del Peru a una latitud de
17 ° S, a 4 400 m.s.n.m. en el Distrito de Candarave,
perteneciente a la regibn de Tacna, Perd. Los
microorganismos presentes en estas fuentes termales,
corresponden a bacilos y cocobacilos Gram negativos
predominando las bacterias sobre las arqueas. Cada
cuerpo de agua tiene un patrén Unico de diversidad,
las circunstancias Unicas de gran altura, irradiacion y

junto con las elevadas temperaturas han seleccionado



1.1.3.

comunidades microbianas que no se encuentran en

otro lugar en este planeta (Valdez, 2011).

Microorganismos celuloliticos

La celulosa es uno de los componentes mas
abundantes de la biomasa vegetal que es degradada
por una serie de microorganismos mediante la accion
de varias enzimas no asociadas en complejos, como
en los hongos filamentosos y algunos actinomicetos o
formando un complejo denominado "celulosoma”,
como en los clostridios y en bacterias del rumen
(Murashima et al.,, 2002; Lynd et al., 2002). Estas
enzimas han sido ampliamente estudiadas en hongos
mesofilos, tales como Trichoderma reesei (Lynd et al.,
2002). Sin embargo, sus actividades hidroliticas son
afectadas por una serie de factores fisicos y quimicos
qgue limitan su aplicacién a nivel industrial. Por ello,
existe la necesidad de aislar cepas con mejores

rendimientos en la cantidad de enzimas liberadas al



medio extracelular y que mantengan la calidad
intrinseca de dichas enzimas, ademas que expresen
una elevada estabilidad de su actividad a pH
extremos, solventes organicos, detergentes ionicos y
principalmente la de mantener sus actividades
enzimaticas a elevadas temperaturas de reaccion. Por
esta razon, los microorganismos termdofilos han sido
sugeridos como fuentes alternativas de celulasas por
la termoestabilidad de sus enzimas, propiedad
ventajosa en aplicaciones industriales (Zeikuz et al.,
1981). Entre las bacterias que destacan tenemos
algunas especies de los géneros Clostridium,
Streptomyces, Thermomonospora y Thermobifida (ex-
Thermomonospora) (Walter y Schrempf, 1996). En el
caso de los clostridios, Clostridium cellulovorans
(Murashima et al., 2002) hidroliza la celulasa en
condiciones anaerd@bicas; en tanto que las especies
celuloliticas de Streptomyces, Thermomonospora vy

Thermobifida la degradan en un ambiente aerobico.



1.1.4.

TaxonOmicamente los  géneros  Streptomyces,
Thermomonospora y Thermobifida se ubican en el
Orden  Actinomicetales 'y son comuUnmente

denominados actinomicetos.

Enzimas celuloliticas

La celulosa, una de las moléculas poliméricas mas
abundantes en la biésfera (Martinez et al., 2005; Pérez
et al, 2002; Hernandez-Santoyo et al., 1999),
constituida por D-glucosa unidas por enlaces
glicosidicos B1-4 (Mejia-Castillo et al.,, 2002), es
degradada por sistemas enzimaticos endo [(1-4
glucanasas, exo 1-4 glucanasas y B glicosidasas, las
cuales transforman el polimero en moléculas de D-
glucosa (Maki et al., 2011; Yin et al., 2010; Cuervo et
al., 2009; Sheble y El-diwany, 2007; Atlas y Bartha,
2005; Terry-Brown et al., 2004; Pérez et al., 2002;
Mejia-Castillo et al., 2002; Hernandez-Santoyo et al.,

1999, Hreggvidsson et al., 1996, Viviano et al., 2011).



La hidrélisis completa de la celulosa ocurre en tres
etapas diferentes, primera se produce la
transformacion de la celulosa insoluble en celulosa
soluble, la segunda etapa es la transformacion de la
celulosa soluble en oligosacaridos y celobiosa: y
finalmente la transformacion de celobiosa en glucosa.
El enlace glucosidico B (1,4) es facil de romper, pero
los puentes de hidrogeno en las formas insolubles de
celulosa tienen una composicion comprimida, que ni el
agua ni las enzimas puede ingresar. La estructura
cristalina solo puede ser atacada por exoglucanasas,
gue son capaces de romper los enlaces glucosidicos
terminales transformandola en celulosa soluble. A
partir de este momento puede intervenir otro grupo de
enzimas del complejo enzimatico, las endoglucanasas,
continuando el proceso hasta la degradacion total de

la molécula (Garcia et al, 2003).



1.1.5. Mecanismo de accion de las enzimas celuloliticas
Los microorganismos utilizan un complejo enzimatico
(celulosomas o celulasas), que actian de forma
cooperativa en la degradacion de la celulosa, los
cuales se pueden clasificar segun su accion catalitica
y se pueden encontrar tres tipos de actividad

enzimatica:

- Exoglucanasas
Hidrolizan los enlaces glucosidicos terminales,
rompiendo la estructura cristalina de la celulosa y
transformandola en celulosa amorfa. Al actuar
sobre la celulosa libera glucosa o celobiosa (Garcia

et al, 2003).

- Endoglucanasas
Llamadas también 1,4 3-D-glucan-4-
glucanohidrolasas, que actian en las porciones

amorfas de las fibras de celulosa y rompen los

10



enlaces 3-1,4 glucosidicos, generando
oligosacaridos de distintas longitudes, por
consiguiente genera la formacion de nuevos
extremos reductores como no reductores

(Rodriguez, 2005).

- R-Glucosidasa
La R-Glucosidasa es una enzima que hidroliza los
monomeros de glucosa, por consiguiente es muy
importante para que se produzca la degradacion
integral de toda la estructura celulolitica (Garcia et

al, 2003).

Las celulasas tienen un amplio uso industrial y
particularmente en los procesos para fabricar textiles,
cueros y papel se requieren enzimas que funcionen a
temperaturas y pH extremos, lo cual ha despertado el
interés por la busqueda de organismos termofilos

celuloliticos (Liang et al.,, 2009; Liang et al., 2010;

11



Ovando Chacoén y Wahszewski, 2005). Ademés de sus
aplicaciones en las industrias de alimentos y quimicas
(Sheble y El-dewany, 2007; Ovando-Chacon vy
Wahszewski, 2005) las celulasas constituyen un
insumo  importante en la  fabricacion de
biocombustibles, debido a que degradan el
componente celulésico de materiales lignocelulosicos
generando glucosa, la cual finalmente, por procesos
biologicos se transformaréa en etanol (Maki et al., 2011;
Cuervo et al., 2009; Sanchez-Gémez et al., 2009; Cruz
et al., 2009; Kumar et al. 2009; Martinez-Anaya et al.,
2008; Gray et al., 2006; Oliveira et al., 2006; Sissons

et al., 1987). Citado por (Viviano et al., 2011).

Las publicaciones en revistas cientificas relacionadas
a trabajos de investigacién en enzimas celuloliticas
termofilas se muestran en los siguientes graficos.
Publicaciones a nivel mundial de enzimas celuloliticas

termofilas segun la base de datos NCBI.

12
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Figura 1. Publicaciones de

enzimas

celuloliticas

termdfilas por pais. Recopilacion de la base de datos

NCBI. Fuente: Elaboracién propia.

Figura 2. Mapamundi de los trabajos de investigacion

en enzimas celuloliticas terméfilas. Recopilaciéon de la

base de datos NCBI. Fuente: Elavoracion propia.
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1.2.

1.3.

Justificacion del problema

La produccion de enzimas termoestables es muy usada a nivel
biotecnolégico por tener muchas aplicaciones en la industria de los
detergentes y el tratamiento de desechos organicos. Los géiseres de
Calientes son fuente de estos microorganismos. En este trabajo se
tuvo como objetivo, evaluar la produccion enzimatica a las diferentes
temperaturas de 45, 50 y 55 °C y determinar la temperatura 6ptima de
produccion enzimatica de los microorganismos celuloliticos de los

géiseres de Calientes (Candarave-Tacna).

Importancia de la investigacion

Las investigaciones sobre microorganismos terméfilos ha tomado gran
importancia debido a los usos que puede tener a nivel biotecnolégico
puesto que sus enzimas son estables a altas temperaturas (Rubiano,
2006).

Los géiseres de Calientes (Candarave-Tacna) presentan las
condiciones favorables para el desarrollo de estas especies, por
consiguiente los microbios aislados tienen la capacidad de producir

enzimas celuloliticas termoestables.

14



Las celulasas son las enzimas que poseen capacidad de hidrolizar la
celulosa como sustrato, estas enzimas pueden tener un papel
importante en la solucion de los problemas ecolégicos y problemas de
tratamiento de materiales celuloliticos como el papel, textil, etc. (Ponce

et al., 2002).

15



1.4.

1.5.

Hipotesis
Se obtiene una mayor produccion de celulasas termoestables de
microorganismos aislados de los géiseres de Calientes, (Candarave-Tacna)

a temperaturas de incubacion entre 45°C y 55°C.

Objetivos

Objetivo General

- Evaluar las celulasas termoestables de las cepas bacterianas
GCC-13 y GCB-13 aisladas de los géiseres de Calientes

(Candarave-Tacna) a diferentes temperaturas de incubacion.

Objetivos Especificos

- Caracterizar macroscopica y microscOpicamente a las cepas
bacterianas GCC-13 y GCB-13 e Identificar molecularmente a las
cepas GCC-13 y GCB-13.

- Determinar actividad enzimatica de las celulasas producidas por
las cepas GCC-13 y GCB-13 a diferentes temperaturas de

incubacion.

16



- Establecer la bacteria que presenta la mayor actividad de las
enzimas celuloliticas producidas por las cepas bacterianas GCB-13

y GCC-13.

17



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales
Cepas bacterianas GCC-13 y GCB-13, donados por el Laboratorio de
Bioguimica y Nutricion de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna

2.2. Métodos
Disefio clasico o pasivo (Ayala, 1995). Consiste en el empleo solo una
variable independiente en el experimento que se desea realizar.
2.2.3. Variables de la investigacion
- Variable independiente: Cepas bacterianas GCC-13 y GCB-13.
- Variable dependiente: Produccién y actividad enzimatica de
celulasas a diferentes temperaturas.
Indicadores de la variable dependiente: produccién de proteinas

totales y produccion de azucares reductores.
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2.3.

2.4

Tratamientos de la experimentacion

Se empled t
tratamiento,
fueron:

- Tratamiento
- Tratamiento

- Tratamiento

Metodologia

res tratamientos para cepa bacteriana, tres repeticiones por

una repeticion por unidad experimental. Los tratamientos

1: cepa bacteriana incubada a 45° C.
2: cepa bacteriana incubada a 50° C.

3: cepa bacteriana incubada a 55° C.

2.4.1. Aislamiento de las cepas bacterianas celuloliticas

Se muestred ocho géiseres y se recolectdé una muestra por
géiser, 350 mL de agua con sedimentos conteniendo 350 mL
de agua y sedimento en frascos de vidrio de 500 mL de
capacidad. En el laboratorio, de cada muestra se extrajo 1 mL
y se colocé en 72 mL de caldo CMC. Este se incubd a 50 °C
por 48hrs.

El incubado se diluy6 desde 10™ hasta 10°. Se sembr6 cada
dilucion por estria en agar CMC e incub6 a 50 °C por 48

horas.
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Se selecciond colonias que presentaron mayor halo de
hidrélisis a los cuales se les hizo tinciobn de Gram y se les
suspendid en agua destilada contenido en un tubo de ensayo
a partir del cual se le diluy6 desde 10 hasta 10™.

Se sembro indéculos desde las ultimas diluciones sobre el agar
CMC e incubo a 50 °C por 48 hs. El procedimiento se repitio
desde la obtencion de la colonia hasta que se obtuvo colonias
que presentaron las mismas formas microbianas, vistas al

microscopio optico.
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Cuadro 1. Medio de cultivo Carboximetilcelulosa (CMC) para el

crecimiento de microorganismos celulolitcos.

Agar CMC (Carboximetilcelulasa
Composicion g/L
Carboximetilcelulosa 10,0
Extracto de levadura 2,5
Peptona universal 2,5
Sulfato de amonio 0,5
Cloruro de calcio 0,5
Fosfato monobasico de potasio 0,1
Fosfato dibasico de potasio 0,1
Agar-agar 15,0

pH 7

Fuente: Gaitan, 2007

- Se guardaron los cultivos de las colonias aisladas a 4 °C

como cultivo stock.
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2.4.2. Caracterizacion microbiolégica de las cepas bacterianas

celuloliticas

24.2.1.

24.2.2.

Caracterizacién macroscOpica de las colonias: Se hizo
considerando la forma, color, textura y dimetro del halo y
la colonia proveniente del cultivo stock en agar CMC
después de la incubacion a 50 °C por 48hs.

Observaciones Microscépicas: para eso se hizo
preparados en fresco y en seco coloreadas con Gram de
las  colonias obtenidas para la caracterizacion
macroscopica. Se tuvo en cuenta en el microscopio de
campo claro la forma y la coloracion de las bacterias. Las
caracteristicas macroscoépicas como microscopicas de las
colonias sirvid para corroborar las caracteristicas que ya
habian sido informadas cuando fueron donadas las cepas
bacterianas GCC-13 y GCB-13. Las caracteristicas
encontradas para estas cepas coincidieron con las

informadas.
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2.4.3. Ildentificacion molecular de las cepas bacterianas GCB-13 y
GCC-13

- Se tomé 2 mL de una suspension en agua destilada de cada
cepa bacteriana celulolitica y se agreg6é a 25 mL de CMC
liqguido contenido en un matraz de 50 mL.

- Se incubd a 50 °C con lecturas diarias de la concentracion
microbiana con camara de Neubauer y un microscopio de
campo claro hasta que cada cepa alcanzé una concentracion
de 10%el/mL. Esta biomasa sirvi6 como inéculo para la
identificacion molecular y para cada experimentacion de la
produccion de enzimas celuloliticas.

- Del in6culo microbiano de cada cepa celulolitica se tomé 1mL
para la purificacion de ADN empleando el kit de extraccidon
molecular Wizard.

- EI ADN obtenido de cada cepa microbiana se refrigeré a -20
°C y se trasladé via aérea a Corea del Sur para la
amplificacion y secuenciamiento del ADN.

- Finalmente, las bases nitrogenadas secuenciadas de cada

cepa microbiana se sometieron a las herramientas
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24.4.

2.4.5.

bioinformaticas: Blast server for bacterial identification,
Ribosomal database Project y Ez Taxon, para la identificacién

molecular.

Inicio de la experimentacion de produccion de enzimas
celuloliticas

Para cada cepa se preparo 9 frascos de 100 mL, en cada frasco se
agrego 70 mL de caldo CMC con 1% de carboximetilcelulosa y 10%
de inéculo microbiano con la concentracion de 10® cel/mL. Los
frascos finalmente se incubaron durante 96 horas a 45, 50y 55 °C, y

se airearon con 0,6 VVM.

Evaluacion de la produccion de celulasas y de la actividad
enzimatica de las celulasas

Las evaluaciones se hicieron tomando muestras de los frascos en
incubacibn a las 24, 48, 72 y 96 horas de iniciada la
experimentacion.

Las muestras tomadas sirvieron para que en ellos se determinara

proteinas totales por el método de Bradford como un indicador de la
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produccion de celulasas extracelulares por las cepas bacterianas
considerando que estas enzimas son proteinas; asi mismo para que
también se determinara en estas muestras la producciéon de
azucares reductores por el método de DNS como un indicador de la
actividad enzimatica de las celulasas producidas por las cepas
bacterianas sobre la celulosa que estuvo presente en el medio CMC

contenido en los frascos incubados.

2.4.5.1. Determinacién de la produccion de celulasas a través
de la determinacion de proteinas totales por el método
de Bradford
Se prepard una curva patron con albumina sérica bovina
(SAB) considerando las concentraciones de 30, 60, 90, 120
y 150 ug/mL. Y sus absorvancias determinadas en el
espectrofotometro a la longitud de onda de 595 nm. Estos
valores de concentracion de proteinas con sus respectivas
absorbancias se graficaron para establecer la curva patron.
Se centrifugd por 20 minutos a 4000 rpm cada muestra de

1,5 mL y se tom6 1mL del sobrenadante para ser mezclado
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2.4.5.2.

con 5mL del reactivo de Bradford y se midi6 en el
espectrofotometro absorbancia una longitud de onda de
595 nm (Bradford, 1976). El valor obtenido de absorbancias
se comparé luego con el de absorbancias de la curva
patron para establecer a que concentracion de proteinas

correspondio y por tanto de enzimas.

Determinacion de la actividad enziméatica a través de la
determinacién de azucares reductores por el método
del DNS (acido dinitrosalicilico)

Se centrifugd cada muestra de 1,5mL por 20 minutos a
4000 rpm, del sobrenadante, se tom6é 0,25 mL y se le
mezcld con 0,25mL del reactivo DNS. La mezcla en tubos
de ensayos se llevé a bafio maria hasta ebullicion por 5
minutos. Luego se enfrié los tubos con hielo y se le agregé
2,5mL de agua destilada para medir la absorbancia en el
espectrofotometro a 540 nm  (Miller, 1959). El valor
obtenido de la absorbancia se compar6 luego con el de

absorbancias de la curva patron para establecer a que
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2.4.6.

concentracion de proteinas correspondié y por tanto de
actividad enzimatica. Se prepar6 una curva patron con
glucosa con las concentraciones de 250, 500, 1000, 1500 y
2000 ug/mL y sus respectivas absorbancias determinadas
en el espectrofotometro a la longitud de onda de 540 nm.
Estos valores de concentracion de azucares reductores con
sus respectivas absorbancias se graficaron para establecer

la curva patrén.

Las concentraciones de proteinas totales como de azucares
reductores versus el tiempo se graficaron por separado para
establecer las curvas de produccion de proteinas totales y azucares

reductores respectivamente.

Determinacion de la produccion maxima de celulasas
producidas por las cepas bacterianas
- Se determiné para cada temperatura, sometiendo a todos los

valores de concentracion de proteinas totales para una
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temperatura en particular a andlisis de varianza y a la prueba
de Tuckey.

- Las concentraciones maximas de proteinas totales obtenidas
para las diferentes temperaturas fueron sometidas a la prueba
de ANOVA y a la prueba de Tuckey para establecer la
temperatura en la que hubo mayor produccion de proteinas

totales y por tanto de celulasas.

2.4.7. Determinacion de la actividad enzimatica maxima de celulasas
producidas por las cepas bacterianas
- Se determin6 para cada temperatura sometiendo todos los
valores de concentracion de azucares reductores para cada
una temperatura en particular a analisis de varianza y a la
prueba de Tuckey.
- Las concentraciones maximas de azlcares reductores
obtenidas para las diferentes temperaturas fueron sometidas
a la prueba de ANOVA y a la prueba de Tuckey para
establecer la temperatura en la que hubo mayor produccién

de azulcares reductores y por tanto de actividad enzimatica.
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[ll. RESULTADOS

Caracteristicas microbioldégicas de las cepas bacterianas GCC-13 y
GCB-13

3.1. Caracteristicas macroscopicas de las colonias

v/
4 4
& >’
A
s —

Cepa GCC-13 | o=@ Cepa GCB-13

Figura 3. Colonias y halos de degradacién de celulosa de las cepas

bacterias GCC-13 y GCB-13 vistas macroscépicamente.

En la figura 3 la cepa GCC-13 se muestra como colonias redondeadas

de color crema, de bordes irregulares Mientras que la cepa GCB-13

presenta colonias de borde irregular, plana, textura lisa y color crema.
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Figura 4. Colonia de la cepa GCB-13.

En la figura 4 se observa la colonia de la cepa GCB-13 vista en el
microscopio de campo claro a 100 aumentos, se aprecia en la colonia
bordes lobulados poco definidos con una zona central mas densa y

circular.

Figura 5. Colonia de la cepa GCC-13.

En la figura 5 se muestra la colonia de la cepa GCC-13 vista en el
microscopio de campo claro a 100 aumentos, la colonia es densa y

presenta bordes irregulares ligeramente mas claros que la zona central.
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Figura 6. Diametro de las colonias y de halos mas colonias de las
cepas celuloliticas a diferentes temperaturas en agar CMC. Fuente:

Elavoracién propia.

En la figura 6 se muestra el diametro de la colonia de las cepas GCB-
13 y GCC-13 a las temperaturas de 45, 50 y 55 °C donde se aprecia
gue se produce un mayor didmetro de colonia y de halo tanto para la

cepa GCB-13 y GCC-13 a la temperatura de 45 °C.
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3.2. Caracterizacién microscépicade las cepas

Figura 7. Preparado en seco, coloreado con Gram y observado al
microscopio de campo claro con 1000 aumentos de la cepa bacteriana

GCB-13.

Figura 8. Preparado en seco, coloreado con Gram y observado al
microscopio de campo claro con 1000 aumentos de la cepa bacteriana
GCC-13.

En las figuras 7 y 8 se muestran que las cepas son bacilos Gram
positivos de pequefio tamafio, la cepa GCC-13 son bacilos gram

positivos ligeramente mas anchos que en la cepa GCB-13.
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Figura 9. Curva de crecimiento de la cepa celulolitica GCB-13 a

45, 50 y 55 °C. Fuente: Elavoracion propia.
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Figura 10. Curva de crecimiento de la cepa celulolitica GCC-13 a

45, 50 y 55 °C. Fuente: Elavoracion propia.
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En la figura 9 se muestra un mayor e igual crecimiento de la cepa
GCB-13 a 45 °C y 50 °C y menor crecimiento a 55 °C, mientras
gue en la figura 10 correspondiente a la cepa GCC-13 se observa
un menor e igual crecimiento a 45 y 55 °C y mayor crecimiento a
50 °C. En los tres casos de cada cepa se da el mayor crecimiento

a las 96 horas de incubacion.

3.3. Identificacion molecular de las cepas bacterianas GCB-13 y
GCC-13

3.3.1. Extraccion de ADN de las cepas celuloliticas GCB-13 y GCC-13

Figura 11. Conservacion de ADN de las cepas celuloliticas

GCB-13y GCC-13.

En la figura 11 se observa los frascos que contienen el ADN
purificado de las cepas microbianas GCB-13 y GCC-13

mediante el kit Wizard.
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3.4.Produccion de celulasas a través de la determinacion de proteinas

totales en la cepa GCB-13.

Cuadro 3. Proteinas totales (ug/mL) producido por la cepa GCB-13 con

sus tres repeticiones (R) por temperatura.

Repeticiones del Temperaturas
experimento 45 °C 50 °C 55°C
R1 130,54 87,08 97,08
R2 121,69 101,3 93,23
R3 155,15 117,46 100,92
Promedio 135,79 101,95 97,08

Fuente: Elavoracion propia.
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Figura 12. Representacion en barras de las proteinas totales
producidos por la cepa GCB-13 en sus tres repeticiones (R) por

temperatura. Fuente: Elavoracion propia.

En el cuadro 3, figura 12 se muestra mayor produccion de proteinas
totales a 45 °C con un valor de 135,79 ug/mL por parte de la cepa
GCB-13. En andlisis de Varianza se determin6 que no existe un grado
de significancia en la produccién de proteinas totales y la temperatura

(anexo 14).
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Figura 13. Curvas de produccion de proteinas totales de la cepa

celulolitica GCB-13 a 45, 50 y 60 °C. Fuente: Elavoracion propia

En la figura 13 se observa una mayor produccion de proteinas
totales a 45 °C y a las 72 horas, mientras que a temperaturas de
50 y 55 °C se observa una menor e igual produccién de proteinas

totales.
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3.5.Actividad enzimatica de las celulasas a través de la determinaciéon

de azlcares reductores en la cepa GCB-13.

Cuadro 4. Azucares reductores (ug/mL) producidos por la cepa

GCB-13 en sus tres repeticiones (R) por temperatura

Repeticiones del Temperaturas
experimento 45 °C 50 °C 55°C
R1 656,67 386,67 116,67
R2 666,67 643,33 196,67
R3 736,67 543,33 196,67
Promedio 686,67 524,44 170,00

Fuente: Elavoracion propia.
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Figura 14. Representacion en barras de azlcares reductores
producidos por la cepa GCB-13 en sus tres repeticiones (R) por

temperatura. Fuente: Elavoracion propia.

En el cuadro 4, figura 14 se muestra mayor produccién de azucares
reductores a 45 °C con un valor de 686,67 ug/mL por parte de la
cepa GCB-13. En andlisis de Varianza se determiné que existe
diferencia significativa en la produccién de azuUcares reductores a
diferentes temperaturas (anexo 15, 16 y 17). Por tanto diferencias en

las actividades enzimaticas a diferentes temperaturas.
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Figura 15. Curvas de produccion de azucares reductores de la cepa

celulolitica GCB-13 a 45 °C, 50 °C y 60 °C. Fuente: Elavoracion

propia.

En la figura 15 se observa que la produccién de azucares reductores
a va disminuyendo conforme aumenta la temperatura, la mayor

produccion se observa a 45 °C a las 48 horas.
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3.6.Produccion de celulasas a través de la determinacion de proteinas

totales a en la cepa GCC-13

Cuadro 5. Proteinas totales (ug/mL) producidas por la cepa GCC-13 en

sus tres repeticiones (R) por temperatura.

Repeticiones del Proteinas totales
experimento 45 °C 50 °C 55°C
R1 241,31 178,62 102,46
R2 130,54 92,46 91,31
R3 172,08 110,15 129,77
Promedio 181,31 127,08 107,85

Fuente: Elavoracion propia
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Figura 16. Representacion en barras de las proteinas totales
producidas por la cepa GCC-13 en sus tres repeticiones (R) por

temperatura. Fuente: Elavoracion propia.

En el cuadro 5 figura, 16 se muestra mayor produccion de proteinas
totales a 45 °C con un valor de 181,31 ug/mL por parte de la cepa
GCC-13. En analisis de Varianza se determind que no existe un grado
de significancia en la produccion de proteinas totales y la temperatura.

Ver anexo 14.
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Figura 17. Curvas de produccion de proteinas totales de la cepa

celulolitica GCC-13 a 45, 50 y 60°C. Fuente: Elavoracién propia.

En la figura 17 se observa una mayor produccién de proteinas

totales a 45 °C y a las 24 horas, mientras que a temperaturas de

50 y 55 °C se observa una disminucion en la produccion.
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3.7.Actividad enzimatica de las celulasas a través de la determinaciéon

de azucares reductores en la cepa GCC-13.

Cuadro 6. Azucares reductores producidos por la cepa GCC-13 en sus

tres repeticiones (R) por temperatura.

Repeticiones del Azucares reductores
experimento 45 °C 50 °C 55°C
R1 20 350 226,67
R2 33,33 76,67 146,67
R3 280 366,67 96,67
Promedio 111,11 264,45 156,67

Fuente: Elavoracion propia.
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Figura 18. Representacion en barras de los azucares reductores
producidos por la cepa GCC-13 en sus tres repeticiones (R) por

temperatura. Fuente: Elavoracion propia.

En el cuadro 6, figura 18 se muestra mayor produccion de azucares
reductores a 50 °C con un valor de 264,45 ug/mL por parte de la cepa
GCC-13. En analisis de Varianza se determiné que no existe un grado
de significancia en la produccion de azlcares reductores y la

temperatura. Ver anexo 15, 16y 17.
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Figura 19. Curvas de produccion de azucares reductores de la cepa

celulolitica GCC-13 a 45, 50 y 60 °C. Fuente: Elavoracién propia.

En la figura 19 se observa que la produccién de azlcares reductores a

va disminuyendo conforme aumenta la temperatura, la mayor

produccion se observa a 45 °C a las 48 horas.
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IV. DISCUSION

Microorganismos celuloliticos

Las cepas celuloliticas rotuladas con el codigo GCB-13 y GCC-13 aisladas
de ocho géiseres de Calientes, Candarave-Tacna fueron caracterizadas
microscopicamente y se determiné la presencia de bacterias Gram (+). En
medio solidos se observo el crecimiento de colonias blancas de 4.9 y 9.2 mm
y cremas de 2.5 y 10.3 mm respectivamente, las cuales fueron identificadas
mediante el secuenciamiento molecular y el empleo de herramientas
bioinforméaticas, encontrandose a los géneros Bacillus sp y Paenibacillus sp.
Los trabajos reportados por (Ahmad y Baker, 1987; Meyer, 1994; Khalid et
al., 2006) indican la capacidad del género Bacillus de degradar la celulosa.
Se conoce también que Paenibacillus puede actuar sobre la celulosa y el
xilano, entre los miembros de degradacién del género Paenibacillus incluyen
la especie P. barcinonensis, P. campinasensis, P. curdlanolyticus, P.
favisporus, P. phyllosphaerae, P. xylanilyticus, P.panacisoli, P. siamensis, P.

septentrionalis, P. montaniterrae, thailandensis P. y P. nanensis, asi como no
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identificados Paenibacillus spp.( Khianngam et al., 2009a, b; Ko et al. , 2007 ;
Pason et al., 2006; Rivas et al. , 2005a, b, ¢ , 2006; Sanchez et al., 2005;
Veladzquez et al., 2004; Wang et al. , 2008 ). El género Paenibacillus se
puede encontrar en ambientes aerobios de elevada temperatura y con

presencia de restos vegetales, como lo indica Wang et al. 2008.

Capacidad enzimatica de las cepas aisladas

La mayor produccion de proteinas totales (181.31ug/mL) observada en
Paenibacillus sp (GCC-13) a 45 °C nos indica una mayor estabilidad térmica
de esta bacteria para la produccion de celulasas ya que Bacillus sp (GCB-13)
tuvo menor produccion de proteinas totales, asi mismo esta mayor
produccion de proteinas totales a 45 °C y no a 50 °C 6 55 °C nos muestra
una relacion inversa entre la producciéon de proteinas totales con la
temperaturas ya que a menor temperatura se obtuvo mayor produccion de
celulasas.

La mayor produccion de azucares reductores (686.67 ug/mL) y por tanto la
actividad enzimatica observada en Bacillus sp (GCB-13) a 45 °C nos indica

una mayor capacidad celulolitica de esta bacteria en funcién de la actividad
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enzimatica de celulasas ya que Paenibacillus sp (GCC-13) tuvo menor
produccion de azlcares reductores, asi mismo esta mayor produccién de
azucares reductores a 45 °C y no a 50 °C 6 55 °C nos muestra una relacion
inversa entre la actividad enzimatica y la temperatura ya que a menor
temperatura se obtuvo una mayor actividad enzimatica.

Por reportes, en relacion a bacterias, se encontr6 que su mayor actividad
enzimatica se produjo a las 48 horas del proceso de evaluacion (Viviano,
2011, Acharya y Chaudhar, 2011). Esto concuerda con lo encontrado para
Bacillus sp que presenté una mayor actividad enzimatica a 45 °C y a las 48
horas de proceso de evaluacion.

Los dos microorganismos con capacidad celulolitica obtenidos con una
mayor actividad enzimatica a 45 °C nos demuestra que no siempre los
microbios procedentes de ambientes termofilos con temperaturas mas
elevadas tienen que tener una temperatura igual para que en ella se
manifieste una mayor actividad enzimatica. En manantiales geotermales se
han encontrado microbios terméfilos que han mostrado mayor actividad

enzimatica 60 °C (Viviano, 2011).
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V. CONCLUSIONES

Los microorganismos celuloliticos aislados de los géiseres de
Calientes-Candarave y posteriormente secuenciados
molecularmente corresponden, segun andlisis bioinformatico, a
bacilos Gram positivos de los géneros Bacillus sp y Paenibacillus
sp. los cuales tuvieron una mayor actividad enzimatica a
temperaturas de incubacion entre 45 y 55°C. El crecimiento de la
cepa GCB-13 en agar CMC formo colonias redondeadas de color
blanco por el anverso y reverso con bordes ondulantes
presentando un mayor halo a la temperatura de 55°C
correspondiente a 4,4 mm de diametro de colonia y de 11 mm de
halo mas colonia, mientras que la cepa GCC-13 formo colonias
redondeadas de color crema de bordes ondulantes presentando un
mayor halo a la temperatura de 55 °C correspondiente a 6 mm de
diametro de colonia y de 11.9 mm de diametro de colonia mas

halo.
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La relacion entre la produccién de azucares reductores y proteinas
totales de la cepa GCB-13 al finalizar el proceso es la siguente: a
45 °C se produce por cada ug/mL de proteinas totales 4.58 ug/mL
de azucares reductores, a 50 °C se produce por cada ug/mL de
proteinas totales 3.24 ug/mL de azUcares reductores, a 55 °C se
produce por cada ug/mL de proteinas totales 3.58 ug/mL de
azlcares reductores, mientras que en la cepa GCC-13 a 45 °C
produce por cada ug/mL de proteinas totales 3.58 ug/mL de
azUcares reductores, a 50 °C produce por cada ug/mL de proteinas
totales 4.56 ug/mL de azucares reductores, a 55 °C produce por
cada ug/mL de proteinas totales 4.25 ug/mL de azlcares

reductores.

Se determind que la produccion de proteinas totales de la cepa
GCB-13 no presenta diferencias significativas a temperaturas de
incubacién de 45 °C, 50 °C y 55 °C, pero si en la produccion de
azlcares reductores donde se determiné una mayor productividad
a 45 °Cy 50 °C, mientras que en la cepa GCC-13 no se encontro

diferencias significativas en la produccion de proteinas totales y
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azucares reductores a tres temperaturas de incubacién por lo que
se concluye que existe un rango mas amplio respecto a
productividad de la enzima celulolitica y la productividad de

azucares reductores.
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VI. RECOMENDACIONES
- Determinar los tipos de enzimas celuloliticas que producen estas
cepas microbianas aisladas de los géiseres de Calientes-

Candarave.

- Evaluar la actividad enzimatica de las cepas aisladas en diferentes

sustratos celuloliticos.
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VIIl.  ANEXOS

Anexol. Recuento microbiano de la cepa Bacillus sp en medio liquido CMC

recuento de microorganismos cepa GCB-13 (cel/mL)

cepa GCB-13 3 45°C cepa GCB-13a 50°C cepa GCB-13a 55°C

Replicas , Replicas , Replicas
P promedio P promedio P

romedio
tiempo (hs) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 P

0 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000 | 17500000

% 72600000 | 286000000 | 290000000 | 216200000 | 216000000 | 266000000 | 340000000 | 274000000 | 156000000 | 230000000 | 130000000 | 172000000

48 ] 222000000 | 584000000 | 610000000 | 472000000 | 415000000 | 270000000 | 385000000 | 356666667 | 218000000 | 232000000 | 222000000 | 224000000

72 |1000000000{ 1050000000{ 1080000000{ 1043333333{ 700000000 | 500000000 | 975000000 | 725000000 | 350000000 | 350000000 | 350000000 | 350000000

9 |1400000000] 675000000 | 475000000 | 850000000 | 500000000 | 1700000000| 600000000 | 933333333 | 375000000 | 650000000 | 507000000 | 510666667

120 |1450000000]1380000000] 900000000 | 1243333333] 1150000000] 1380000000| 1200000000| 1243333333| 625000000 | 750000000 | 70000000 | 481666667

Anexo2. Recuento microbiano de la cepa Paenibacillus sp en medio liquido

CMC
Recuento de microorganismos cepa GCC-13 (cel/ml)
cepa GCC-13a45°C cepa GCC-13a50°C cepa GCC-13255°C
, Replicas promedio Replicas promedio Replicas promedio
tiempo (hs) 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000 | 20000000

241322000000 | 310000000 | 320000000 | 317333333 | 476000000 | 490000000 | 450000000 | 472000000 | 356000000 | 242000000 | 380000000 | 326000000

48 | 462000000 | 488000000 | 472000000 | 474000000 | 664000000 | 604000000 | 690000000 | 652666667 | 456000000 | 494000000 | 426000000 | 458666667

72| 940000000 |1100000000{ 680000000 | 906666667 |1600000000{ 1180000000] 940000000 | 1240000000{ 640000000 | 1140000000/ 700000000 | 826666667

9 |104000000012780000000 1460000000] 1760000000] 1520000000 1580000000] 820000000 | 1306666667 | 1120000000| 1100000000] 820000000 1013333333

120 ]1160000000] 1140000000] 1960000000} 1420000000 1740000000 1020000000 1620000000 1460000000 1140000000 1180000000| 990000000 | 1103333333
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Anexo 3. Produccién de proteinas totales de la cepa Bacillus sp en medio

liquido CMC
Proteinas totales de a cepa GCB-13 por el método de Bradford (ug/ml)
GCB-13a45°C 6CB-13a50°C 6(B-13a55°C
I li I
, el promedio s promedio Ll promedio
tiempo (hs) 1 2 3 1 1 3 1 2 3
0 an a7 a7 v an an an an a7 an v an
24 10477 | 97 129 1118 | 1083 | 73t 54 7185 | 09 | MB | 6631 | 7054
8 144.17 164 8477 | 1BLI8 | 8L62 | 977 | 5669 | 7936 | 10054 | 12707 | 6169 | 9%6.43
n 13054 | 12069 | 15515 | 13579 | 8708 | 10013 | 11746 | 120095 | 6977 | 87.08 104 86.95
9% 1708 | 1131 | %15 | 10785 | 13592 | 4438 | 7592 | 841 | 9708 | 9323 | 10092 | 97.08
Anexo 4. Produccion de proteinas totales de la cepa Paenibacillus sp en
medio liquido CMC
Proteinas totales de la cepa GCC-13 por el método de Bradford (ug/ml)
GCC-13a45°C GCC-13a50°C GCC-13a55°C
- replcas promedio replcas promedio replcas promedio
tiempo (hs) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 51.85 57.85 5185 51.85 57.85 57.85 51.85 57.85 57.85 51.85 57.85 51.85
1 U131 130.54 172,08 18131 178,62 9246 110.15 127.08 102.46 9131 129.77 107.85
48 195.15 115.54 135.54 148.74 14131 110.15 122.85 12477 135.92 88.23 66.69 96.95
/! 142.08 103.23 120.15 12182 104.77 59.77 76.31 80.28 115.15 67.08 97.85 93.36
96 117.08 169.38 107.46 13131 16.69 67.85 165.54 83.36 9 81.69 2554 68.74
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Anexo 5. Produccién de proteinas totales del blanco en medio liquido CMC

Proteinas totales del blanco por el método de Bradford (ug/ml)
blancoa 45°C blancoa 50°C blanco a 55°C
i I li
, il promedio il promedio Ll promedio
tiempo(hs)| 1 1 3 1 1 3 1 1 3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pli 0 0 0 0 0 1054 0 35 0 0 0 0
48 0 0 1862 16 BB | 862 | 88 | BH | 04 | un 159 | 04
n 109 0 0 364 0 6.69 1631 767 592 0 5131 19.08
% 554 0 246 267 361 3862 285 1503 | 2054 0 1438 | 1164

Anexo 6. Produccion de azucares reductores de la cepa Bacillus sp en

medio liquido CMC

Aziceres reductores de [ cepa GCB-13 por el método del DNS (ug/ml)

GCB-1345°C GCB-1350°C GCB-1355°C

replicas _ replicas ‘ replicas
, promedio promedio
tiempo(hs)| 1 2 3 1 2 3 1 ) 3

promedio

0 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

U 316.67 250 43667 | 33447 | 39333 90 116.67 200 10333 90 11667 | 10333

48 65667 | 66667 | 73667 | 68667 | 38667 | 64333 | 54333 | 5444 | 11667 | 1%67 | 19667 170

n 466,67 | 49.67 550 50447 330 40667 | 69%67 | 471718 90 186.67 170 148.89

% 516.67 590 1967 | 63447 | 31333 350 520 41444 180 11667 | 18333 160
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Anexo 7. Produccién de azlcares reductores de la cepa Paenibacillus sp en

medio liquido CMC

Auiceres reductores de la cepa GCC-13 por el método del DNS (ug/ml)

GCC-1345°C 6CC-1350°C GCC-1355°C
: epcas promedio epcas promedio epcas promedio
tiempo(hs)| 1 2 3 1 2 3 1 ) 3
0 333 33 333 33 33 333 33 333 33 33 333 33
L B3 333 | 16333 | 8B | 1133 | 19%87 360 333 | 2667 | 14667 | %667 | 15667
8 2 333 20 1 350 7667 | 36667 | 26445 | 19667 30 .33 1
n 2667 | 7667 6.67 3667 | 7667 | B3 | 3R | 164M 10 1 B3 1
% 6333 2667 30 40 1333 10 13667 | 15333 30 20 B3 944

Anexo 8. Produccion de azucares reductores del blanco en medio liquido

CMC
Aziiceres reductores del blanco por el método del DNS (ug/ml)
blancoa 45°C blancoa 50°C blanco a 55°C
li I li
, Tepes promedio e promedio Teplas promedio
tiempo (hs) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
U 40 0 0 1333 833 53.33 0 45,55 0 0 56.67 18.89
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 6.67 0 22 120 90 0 70 86.67 0 0 28.89
% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Anexo 9. Determinacion de la curva patrén para proteinas totales por el

método de Bradford

0.5 ~
0.45 A
0.4
0.35
0.3 H

2 025 | y=0.02026x+ 0.0676
02 | R?=0.9994
0.15 -
0.1
0.05 -
O T 1
0 100 200

uL/mL de SAB

Curva patrén de proteinas totales por el
método de Bradford

Anexo 10. Absorvancias de la curva patréon de proteinas totales

curva patron de proteinas
totales (Bradford)
concentracion de Abs
SAB(uL/ml)
30 0.146
60 0.219
90 0.301
120 0.381
150 0.452
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Anexo 11. Determinacién de la curva patrén para proteinas totales por el

método de DNS

0.7
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2
0.1 -

y =0.0003x+ 0.065
R?=0.9921

absorvancia

a 500 1000 1500 2000 2500

ug/ml de glucosa

Curva patrén de azucares
reductores por el método del DNS

Anexo 12. Absorvancias de la curva patréon de proteinas totales

Concentracion de Abs
glucosa (ug/ml) | (450nm)
250 0.123
500 0.214
1000 0.393
1500 0.526
2000 0.648
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Anexol3. Analisis de varianza para la determinacion de la temperatura
correspondiente a la mayor produccion de proteinas totales para la cepa

GCB-13y GCC-13.

Origen de Grados Promedio

las Suma de de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre

grupos 14690,5395 5 2938,1079 2,87104827 0,06239913 3,10587524

Dentro de

los grupos 12280,2863 12  1023,35719

Total 26970,8259 17

En el anexo 13 de andlisis de varianza, se aprecia que no existe grado de
significancia entre la produccion de proteinas totales y temperatura para las

cepas bacterianas GCB-13 y GCC-13.
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Anexol4. Analisis de varianza para la determinacién de la temperatura
correspondiente a la mayor produccion de azucares reductores para la cepa

GCB-13y GCC-13

Origen de Grados Promedio

las Suma de de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre

grupos 816400,422 5 163280,084 13,4163704 0,00014526 3,10587524
Dentro de

los grupos 146042,556 12 12170,213

Total 962442,97/8 17

En el anexo 14, de andlisis de varianza, se aprecia que existe grado de
significancia entre la produccién de azucares reductores y la temperatura

para las cepas bacterianas GCB-13 y GCC-13.
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Anexo 15. Prueba de Tuckey para la determinacién de la temperatura
correspondiente a la mayor produccion de azucares reductores para la cepa

GCB-13y GCC-13.

Orden de mérito | Tratamiento | Promedio
1° T6 686,67
2° T5 524,443333
3° T4 264,446667
4° T3 170,003333
5° T2 156,67
6° T1 111,11
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Anexo 16. Comparaciones de los tratamientos experimentales de las cepas

GCB-13 y GCC-13 a diferentes temperaturas.

1°-6° = 686.67 - 111.11 = 575,56 (significativo)
2°-6° = 524.44 -111.11 = 413,33 (significativo)
3°-6° = 170.00 - 111.11 = 58,89 (no significativo)
4°-6° = 264.45 - 111.11 = 153,34 (no significativo)
5°-6° = 156.67 - 111.11 = 45,56 (no significativo)
1°-5° = 686.67 - 156.67 = 530,00 (significativo)
2°-5° = 524.44 - 156.67 = 367,77 (significativo)
3°-5° = 170.00 - 156.67 = 13,33 (no significativo)
4°-5° = 264.45 - 156.67 = 107,78 (no significativo)
1°-4° = 686.67 - 264.45 = 422,22 (significativo)
2°-4° = 524.44 - 264.45 = 259,99 (significativo)
3°-4° = 170.00 - 264.45 = 94,45 (no significativo)
1°-3° = 686.67 - 170.00 = 516,67 (significativo)
2°-3° = 524.44 - 170.00 = 354,44 (significativo)
1°-2° = 686.67 - 524.44 = 162,23 (no significativo)
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Anexo 17. Tubos de ensayo de la curva patron de proteinas totales por el

método de Bradford

Anexo 18. Caldo de cultivo CMC
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Anexo 19. Determinacion de la Velocidad de crecimiento y tiempo de

generacion de la cepa celulolitica Bacillus sp a 45 °C, 50 °C y 60 °C.

cepa GCB-13

temperaturas

de incubacion

velocidad de

crecimiento (h-1)

45 °C 0,10475
50 °C 0,1146
55°C 0.0952
cepa GCB-13
temperaturas de tiempo de

incubacién generacion (h)
45 °C 6.614
50 °C 6.0484
55°C 7.2809
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Anexo 20. Determinacion de la Velocidad de crecimiento y tiempo de

generacion de la cepa celulolitica Paenibacillus sp a 45 °C, 50 °C y 60 °C.

cepa GCC-13
temperaturas de incubacion velocidad de crecimiento (h-1)
45 °C 0.1152
50 °C 0.1317
55 °C 0.1163
cepa GCC-13
temperaturas de incubacion tiempo de generacion (h)
45 °C 6.0169
50 °C 5.2631
55°C 5.9599
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Anexo 21. Imégenes de los géiseres de calientes Candarave-Tacna.

Geiser 2
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Geiser 4
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Geiser 8
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Anexo 22. Trabajos de investigacion relacionados a la produccion de
Celulasas termdfilas, base de datos de National Center for Biotecnology and

Informatic (NCBI), 1965-2014.

Titulo Pais afio

Isolation and analysis of the enzymatic properties of thermophilic | Corea del

. 2014
fungi from compost. Sur
Cellulolytic and xylanolytic enzymes from thermophilic Aspergillus India 2014
terreus RWY.
Single-step bioconversion of lignocellulose to hydrogen using novel China 2014

moderatelythermophilic bacteria. Biotechnol Biofuels.

Stability of endoglucanases from mesophilic fungus and

thermophilic bacterium in acidified polyols. Australia 2014

Isolation and characterization of Bacillus subtilis strain BY-3,

a thermophilic and  efficient cellulase-producing  bacterium on China 2014
untreated plant biomass.

Discovery and characterization of ionic liquid-

tolerant thermophilic cellulases from a  switchgrass-adapted EEUU 2014

microbial community. Biotechnol Biofuels.

Cloning and Characterizing the Thermophilic and Detergent Stable

CellulaseCelMytB from Saccharophagus sp. Myt-1. Japon 2014

High throughput nanostructure-initiator mass spectrometry
screening of microbial growth conditions for maximal B-glucosidase EEUU 2013
production. Front Microbiol.

Molecular and biochemical analyses of CbCel9A/Cel48A, a highly
secreted multi-modular cellulase by Caldicellulosiruptor  bescii EEUU 2013
during growth on crystalline cellulose.

Revealing nature's cellulase diversity: the digestion mechanism of

Caldicellulosiruptor bescii CelA. EEUU 2013
Characterization and high level expression of acidic endoglucanase

o . . : Iran 2014
in Pichia pastoris. Appl Biochem Biotechnol.

Improved activity of athermophilic cellulase, Cel5A, from

Thermotoga maritima on ionic liquid pretreated switchgrass. PLoS EEUU 2013

One.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24367356
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24347161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24244549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24244549

Draft genome sequence of the cellulolytic Clostridium thermocellum

wild-type strain BC1 playing a role in cellulosic biomass | Alemania 2013
degradation.
Cellulolytic potential of thermophilic species from four fungal orders. | Dinamarca | 2013
Addition of a _ _carbohydrate-blndlng module EEUU 2013
enhances cellulase penetration into cellulose substrates.
Advanges in and challenges for thermophilic fermentation of China 2013
cellulosic etanol.
La expresioén heteréloga y caracterizacién de un termo-halotolerant .
. . China 2013
novela endoglucanasa Cel5H de Dictyoglomus thermophilum.
Heterologous expression and characterization of a novel thermo-
halotolerant ~ endoglucanase  Cel5H  from Dictyoglomus China 2013
thermophilum.
Construction of a chimeric thermoacidophilic beta-endoglucanase. Suiza 2013
The role of disulfide bond in hyperthermophilic endocellulase. Cor;{jlrdel 2013
Detecuor'l y X|I'anasa pr,oglucmon por Streptomyces sp. crecido Brasil 2013
sobre residuos lignocelulésicos.
La expresion de una xilanasa bacteriana en Trichoderma reesei .
. L Australia 2013
bajo las egl2 y glicosil hidrolasa cbh2 promotores de genes.
Isolation and characterization of two thermophilic cellulolytic strains
- EEUU 2013
of Clostridium thermocellum from a compost sample.
Obtenciéon de unién a celulosa y actividad de hidrélisis de una
xilanasa de la familia 11 hibrido por fusién con dominio de unioén a China 2013
xilano.
Advanced evolutionary molecular engineering to produce Japén 2013
thermostable cellulaseby using a small but efficient library. P
Exchange of type Il dockerin-containing subunits of the Clostridium EEUU 2013
thermocellum cellulosome as revealed by SNAP-tags.
Application of thermophilic enzymes and water jet system to .
ppiicat Pt 2y W J y Japon 2012
cassava pulp.
Evidence showing duplication and recombination of cel genes in Corea el 2012
tandem from hyperthermophilic Thermotoga sp. sur
Degradation of microcrystalline cellulose and non-pretreated plant
biomass by a cell-free extracelular cellulase/hemicellulase system Japon 2013

from the extremethermophilic bacterium Caldicellulosiruptor bescii.
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Assessment of the biomass hydrolysis potential in bacterial isolates

from a volcanic environment: biosynthesis of the corresponding Grecia 2012
activities.
Production of a xylose-stimulated B-glucosidase and a cellulase-
free thermostable xylanase by the thermophilic fungus Humicola Brasil 2012
brevis var. thermoidea under solid state fermentation.
An untapped bacterial cellulolytic community enriched from coastal .
i . . I, o China 2012
marine sediment under anaerobic and thermophilic conditions.
Selection of thermophilic and thermotolerant fungi for the production :
. . Brasil 2012
of cellulases and xylanases under solid-state fermentation.
Bioprospecting thermophiles for cellulase production: a review. India 2012
Ethanol and anaerobic conditions reversibly inhibit
commercial cellulase activity inthermophilic simultaneous EEUU 2012
saccharification and fermentation (tSSF).
A termofl!o |on|cps Ilqu@o tolerante celulasa coctel para la EEUU 2012
produccion de biocombustibles de celulosa..
Purification and characterization of an acidothermophilic cellulase India 2012
enzyme produced by Bacillus subtilis strain LFS3.
Characterization of hemicellulases from thermophilic fungi. Finlandia 2012
Lignin poosts the ceIIqualse performance of a GH-61 enzyme from Grecia 2012.
Sporotrichum thermophile.
Efficient saccharification of ammonia soaked rice straw by
combination of Clostridium thermocellum cellulosome and Japén 2012
Thermoanaerobacter brockii B-glucosidase.
Bloc.hemlcfal and mutational gnalyse; of ) a EEUU 2012
multidomain cellulase/mannanase from Caldicellulosiruptor bescii.
A thermophilic cellulase complex from Phialophora sp. G5 showing .
. o . . . China 2012
high capacity in cellulose hydrolysis. Appl Biochem Biotechnol.
Qellulases _ from ther_mophlllc fungi: recent insights and China 2011
biotechnological potential.
Bloproce_ssmg of agncultural residues to ethanol utilizing a EEUU 2011
cellulolytic extremophile.
Caracterizacion de la cepa efectiva degradantes de celulosa CTL-6. China 2011
Mejora de la produccién de metano a partir de residuos de yuca por
el pretratamiento biol6gico utilizando un consorcio microbiano China 2011

construido.
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Aplicabilidad de termo-alcalino-estable y celulasa xilanasa exento

de una novela termo-halo alcalifilica Bacillus halodurans en India 2011
xilooligosacaridos productores.
Novel family of carbohydrate-binding modules revealed by the .

. ) Alemania 2011
genome sequence of Spirochaeta thermophila DSM 6192.
La evolucion dirigida de un termdfilo endoglucanasa (Cel5A) en
Cel5A altamente activa variantes con un perfil de temperatura China 2011.
ampliado.
Novel family of carbohydrate-binding modules revealed by the .

. . Alemania 2011
genome sequence of Spirochaeta thermophila DSM 6192. .
El uso de la proteémica cuantitativa libores de etiquetas para
distinguir los sistemas celuloliticas secretadas de EEUU 2011
Caldicellulosiruptor bescii y Caldicellulosiruptor obsidiansis.
Cellulose accumulation and a cellulose synthase gene are
responsible for cell aggregation in the cyanobacterium Japén 2011
Thermosynechococcus vulcanus RKN.
Optimization of cellulase-free xylanase production by thermophilic
Streptomyces thermovulgaris TISTR1948 through Plackett-Burman | Tailandia 2011
and response surface methodological approaches.
Co-transcription of the celC gene cluster in Clostridium EEUU 2011
thermocellum.
Cellulgse— and xylan degrading thermophilic anaerobic bacteria EEUU 2011
from biocompost.
Thermostability in endoglucanases is fold-specific. EEUU 2011
Comparison ”of farmly 9 cellulases from  mesophilic EEUU 2011
and thermophilic bacteria.
A multi-step chromatographic strategy to purify three fungal endo-- rlanda 2011
glucanases.
Deletion of the Cel48S cellulase from Clostridium thermocellum. EEUU 2010
Cloning and characterization of a thermostable and halo-tolerant .

. China 2011

endoglucanase from Thermoanaerobacter tengcongensis MB4.
A microscale platform for integrated cell-free expression and activity EEUU 2010

screening of cellulases.

121




Gendmica comparativa de los mesofilos Clostridium cellulovorans

celulosoma productoras y su aplicaciéon a la produccién de Japoén 2010
biocombustibles a través de bioprocesamiento consolidado.
Introduction of glycine and proline residues onto protein surface
increases the thermostability of endoglucanase CelA from China 2011
Clostridium thermocellum.
Characterlzgtlon of 'thermostable cellulases produced by Bacillus EEUU 2010
and Geobacillus strains.
¥ - - — -

eterologqus co-production of The.rnlwblflda fusca Cel9A with other Sudafrica 2010
cellulases in Saccharomyces cerevisiae.
One-step purification and characterization of cellulase-free xylanase India 2010
produced by alkalophilic Bacillus subtilis ash.
Interaccion entre la familia Clostridium thermocellum 48 y la familia

Israel 2010

9 celulasas en cellulosomal contra estados noncellulosomal.
Targeted discovery of gI¥c05|de hydrolases from a switchgrass- EEUU 2010
adapted compost community.
Development and application of a PCR-targeted gene disruption EEUU 2010
method for studying CelR function in Thermobifida fusca.
Toward plant cell wall degradation under thermophilic condition: a

: i : . - : EEUU 2010
unique microbial community developed originally from swine waste.
InfluenC|a'1' de cultivo de aireacion en la celulasa actividad de EEUU 2010
Thermobifida fusca.
Optimization of growth medium and enzyme assay conditions for
crude cellulases produced by a novel thermophilic and cellulolytic EEUU 2010
bacterium, Anoxybacillus sp.
Bacterlgl thermostable beta-glucanases as a tool for plant functional Rusia 2009
genomics.
Study Qf cellylasgs from g newly isolated thermophilic and EEUU 2009
cellulolytic Brevibacillus sp. strain JXL.
Crystallization and preliminary crystallographic analysis of China 2009
thermophilic cellulasefrom Fervidobacterium nodosum Rt17-B1.
Isolation and characterization of cellulose-degrading bacteria from
the deep subsurface of the Homestake gold mine, Lead, South EEUU 2009
Dakota, USA.
Thermophilic Bacillus coagulans requires less cellulases for
simultaneous saccharification and fermentation of cellulose to EEUU 2009
products than mesophilic microbial biocatalysts.
Aspergillus fumigatus thermophilic and acidophilic endoglucanases. Brasil 2009
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Characterization of a novel thermophilic, cellulose-degrading

bacterium Paenibacillus sp. strain B39. Taiwan 2008
Molecular cloning and expression analysis of two distinct beta-
glucosidase genes, bgl and avenl, with very different biological
. . Irlanda 2007

roles from the thermophilic, saprophytic fungus Talaromyces
emersonii.
Purification and characterization of a family 5 endoglucanase from a

o . . . . . EEUU 2006
moderately thermophilic strain of Bacillus licheniformis.
Production of multiple xylanolytic and cellulolytic enzymes by India 2007
thermophilic fungus Myceliophthora sp. IMI 387099.
Eff|C|enc¥ of new fungal ce'IIuIase systems in boosting enzymatic Dinamarca | 2006
degradation of barley straw lignocellulose.
Cloning and expressing of cellulase gene (cbh2) from thermophilic China 2005
fungi Chaetomium thermophilum CT2.
Influence 9f bullfmg agents and microbial  activator Tailandia 2005
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Anexo 23. Produccion de trabajos de investigacion de enzimas celuloliticas

termdfilas segun la base de datos NCBI.
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Anexo 24. Caracterizacion de los geiseres de Calientes, Candarave-Tacna.

PRESENCIA DE
MATERIA TEXTURA DEL
GEISER COORDENADA | TEMPRATURA H DIAMETRO
p ORGANICA(M) GEISER
Y/O ALGAS(A)
Con
1.19 K 0366686 sedimentos 4m largo
rocosos
R Mucosidad
G-1 UTM 808351 82°C 7,14 verdosa ++| -anaranjado X
Alt.4148 4m ancho
Créter 1Im
Con sedimento
2.19K 0378969 rocoso 718m largo
Si hay .
calcareo
G-2 80°C 6,99 vegetacién
UTM 8108424 alrededor + ROJIZ?‘ X
anaranjado
Alt.4164 4.4m ancho
Materia i
3.19K 0378515 o Presenciade | ;5 5 ancho
organica en tapetes
G-3 50°C 6,90 i
UTM 8107756 ’ abundancia |0 oiiz0 x
(vegetacion
Alt.4147 musgos)  ++ 6,5m largo
Escasa materia Rocoso
orgdnica arenoso
3.19K 0378512 L, . 2,3mlargo
(vegetacion sedimento
G-4 80°C 7,17 puro musgos) arenoso
Superficie ,
UTM 8107756 -marrén X
rocosa ++
Alt.4158 1,55 m ancho
Sedi t
3.19K 0378510 Abundante ecimento 80 cm largo
vegetacién, blando
G-5 UTM 8107756 70°C 7,53 musgos Calcareo X
liguenes y mas
Alt.4150 . -marrén oscuro] 50 cm ancho
N i .
1.19 K 0378505 ;’ presencia | sedimento 10m
. e materia rocoso color
G-6 UTM 8107728 75°C 6,44 + marrén fondo X
Alt.4148 con verde 7m
2.19K 0378550 3,04m
Sedi t
UTM 810 7597 No presencia ero':;:g ° X
G-7 80°C 6,85 de materia ,
Alt.4164 o ' calcareo color 3,49m
organica . . s
rojo café Didmetro de
ancho 1m
Escasa Sedimento
3.19K 0378515 vegetacidén a , 3,06m
, . calcareo
simple vista
Color rojizo-
UTM 8107582 +/detrds de X
G-8 50°C 6,18 / reverso verde
Alt.4147 sedimentos (presencia de 112em
algas algas)
c/tapetes
microbianos
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