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RESUMEN

Se recolectd muestras de agua y sedimento de ocho fuentes termales de Calientes (Candarave-Tacna). Las cuales
fueron incubadas a 50°C por 48 horas en medio de cultivo carboximetilcelulosa (CMC). Posteriormente, se
seleccionaron las cepas con mayores halos de hidrolisis y se rotularon con el cédigo GCB-13 y GCC-13 para
someterlas a tres tratamientos de temperatura: 45°C, 50°C y 55°C. Las cepas GCB-13 y GCC-13 son bacterias
Gram (+) que forman colonias blancas de 4,9 y 9,2 mm y cremas de 2,5 y 10,3 mm respectivamente. La
identificacion molecular de cada una de estas cepas corresponde, en el mismo orden, a Bacillus sp y
Paenibacillus sp. Cada 24 horas fue monitoreada la produccion de proteinas totales y azucares reductores hasta
las 96 horas. Finalmente, se llego a los siguientes resultados: Con respecto a la produccion de proteinas totales de
la cepa GCB-13, no se presentd diferencias significativas a 45°C, 50°C y 55°C; caso contrario a la produccién de
azucares reductores donde si se determino una mayor productividad a45 °Cy 50 °C. Por otro lado, la cepa GCC-
13 no reveld diferencias significativas en la produccién de proteinas totales y azuicares reductores; en
consecuencia, para este caso en particular, se concluye que existe un rango mas amplio de accion.
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ABSTRACT

Samples of water and sediment were collected from eight hot springs in Calientes (Candarave-Tacna). Which
were incubated at 50 © C for 48 hours in culture medium carboxymethylcellulose (CMC). Subsequently, strains
with greater hydrolysis halos were selected and labeled with code GCB-13 and GCC-13. Each strain underwent
three temperature treatments: 45 ° C, 50 ° C and 55 ° C. Strains GCB-13 and GCC-13 are Gram (+) bacteria that
form white colonies 0f 4.9 and 9.2 mm and creams of 2.5 and 10.3 mm respectively. The molecular identification
of each of these strains corresponds, in the same order, to Bacillus sp and Paenibacillus sp. Every 24 hours the
production of total proteins and reducing sugars was monitored until 96 hours. Finally, the following results
were reached: With respect to the production of total proteins of the strain GCB-13, there are no significant
differences at 45 ° C, 50 ° C and 55 ° C; in the opposite case to the production of reducing sugars where a greater
productivity was determined at 45 © C and 50 ° C. On the other hand, strain GCC-13 did not reveal significant
differences in the production of total proteins and reducing sugars; consequently, for this particular case, it is
concluded that there is a wider range of action.
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INTRODUCCION

Antecedentes

La pared celular vegetal secuestra cantidades
significativas de polisacaridos metabolicamente
inactivos de entre las siguientes clases: celulosas,
hemi-celulosas, lignina (Thomson, 1993). Las
cadenas de celulosa estan formadas por mondémeros de
glucosa unidos por B- (1,4) glucano y ademas pueden
contener hasta varios cientos de polimeros celulosicos
(Beguin y Aubert, 1994; Mejia- Castillo et al., 2002).
La celulosa es degradada mediante la accion de varias
enzimas no asociadas en complejos o formando un
complejo denominado "celulosoma" (Murashima et
al., 2002; Lynd et al., 2002). Dichas enzimas han sido
ampliamente estudiadas en hongos mesofilos, tales
como Trichoderma reesei (Lynd et al., 2002). Sus
actividades hidroliticas son afectadas por una serie de
factores fisicos y quimicos, como pH extremos,
solventes organicos, detergentes ionicos y elevadas
temperaturas. Martinez et al. (2005), Pérez et al.
(2002) y Hernandez-Santoyo et al., (1999) coinciden
en sefialar que la celulosa es una de las moléculas
poliméricas mas abundantes en la biosfera, que se
degrada naturalmente por sistemas enzimaticos
conformados por endo PB1-4 glucanasas, exo Pl-4
glucanasas y B glicosidasas; los mismos que—de
acuerdo con Maki et al. (2011), Yin et al. (2010),
Cuervo et al. (2009), Sheble et al. (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) y
Viviano et al. (2011)— transforman de manera
sinergistica el polimero en D-glucosa. Se puede
encontrar tres tipos de actividad enzimatica:
Exoglucanasas, que hidrolizan los enlaces
glucosidicos terminales rompiendo la estructura
cristalina de la celulosa y transformandola en celulosa
amorfa que libera glucosa o celobiosa (Garcia et al.,
2003). Endoglucanasas, cuya accion se da en las
porciones amorfas de las fibras de celulosa donde
rompen los enlaces f5-1,4 glucosidicos y generan
oligosacaridos de distintas longitudes, lo cual implica
la formacién de nuevos extremos reductores y no
reductores (Rodriguez, 2005). f-Glucosidasa, esta
enzima hidroliza los monomeros de glucosa, y resulta
sumamente importante para que se produzca la
degradacion completa de la celulosa (Garcia et al,
2003). Las celulasas tienen un uso industrial muy
amplio; particularmente en los procesos para fabricar
textiles, cueros y papel donde se requiere enzimas que
funcionen a temperaturas y pH extremos (Liang et al.,
2009; Liang et al., 2010; Ovando et al., 2005).
Asimismo, puede aplicarse en las industrias de
alimentos y quimicos (Sheble et al., 2007). Las
celulasas constituyen un insumo importante en la
fabricacion de biocombustibles (Maki et al., 2011;
Cuervo et al., 2009; Gémez & Tibayde, 2009; Cruz et
al., 2009; Kumar et al. 2009; Martinez-Anaya et al.,
2008; Gray etal., 2006; Oliveira etal., 2006; Sissons et
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al., 1987) —citados, ademds, por Viviano et al.
(2011)—. En base a estos antecedentes, el presente
trabajo tiene como objetivos:

1. Caracterizar macroscopica y
microscopicamente a las cepas bacterianas
GCC-13 y GCB-13 ¢ identificarlas
molecularmente.

2. Determinar la actividad enzimatica de las
celulasas producidas por las cepas GCC-13 'y
GCB-13, a diferentes temperaturas de
incubacidn, y establecer la bacteria que
presenta la mayor actividad de las enzimas
celuloliticas producidas por dichas cepas.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de las cepas bacterianas celuloliticas
Se examind ocho géiseres recolectandose, por cada
uno de ellos, una muestra consistente en 350mL de
aguay sedimento. De cada muestra se extrajo ImL que
fue colocado en 72mL de caldo CMC. Este se incubo a
50°C por 48hrs. El incubado se diluy6 desde 10" hasta
10”. Luego, se sembré cada dilucién por estria en agar
CMC a fin de ser incubados a 50°C por 48 horas.
Posteriormente, se selecciond colonias que
presentaron un mayor halo de hidrolisis. Este
procedimiento se repitid hasta obtener colonias puras.
La composicion de medio de cultivo CMC (g/mL)
contiene 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; y pH 7 (Gaitan, 2007).

Caracterizacion microbiolégica de las cepas
bacterianas celuloliticas

Caracterizacion macroscopica: Esta se realizo
tomando en cuenta la forma, el color, la textura y el
diametro del halo y la colonia en agar CMC, después
delaincubaciona 50°C por 48hs.

Caracterizacién microscépica: Se hizo en
preparados en fresco y en seco, siendo coloreadas con
Gram de las colonias. Se considerd su forma y su
coloracion.

Identificacion molecular de las cepas bacterianas
GCB-13yGCC-13

Tomando un in6culo de 10° cel/mL de cada cepa, se
realizd la purificacion del ADN mediante el kit
Wizard. El ADN obtenido se refrigerd a -20°C y se
traslado via aérea a Corea del Sur para la amplificacion
y secuenciamiento. Las secuencias se sometieron a las
herramientas bioinformaticas de Blast server for
bacterial identification de la base de datos de National
Center for Biotechnology and Information (NCBI).

Produccion de enzimas celuloliticas
Para cada cepa se prepard 9 frascos de 100mL, y en
cada uno de ellos fue agregado 70mL de caldo CMC
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con 1% de carboximetilcelulosa y 10% de indculo
microbiano con la concentracién de 10° cel/mL. Los
frascos finalmente se incubaron durante 96 horas a 45,
50y 55°C, yseairearon con 0,6 VVM. Pararealizar las
evaluaciones se tomé muestras de los frascos en
incubacion a las 24, 48, 72 y 96 horas de iniciada la
experimentacion.

- Determinacion de la produccion de celulasas a
través de la determinacion de proteinas totales por
elmétodo de Bradford

Se prepard una curva patréon con albumina sérica
bovina (SAB) considerando las concentraciones de
30, 60, 90, 120 y 150 ug/mL, sus absorbancias se
determinaron a la longitud de onda de 595 nm. Cada
muestra de 1,5mL fue centrifugada por 20 minutos a
4000 rpm. Se tom6 1mL del sobrenadante para ser
mezclado con SmL del reactivo de Bradford y se midio
a595 nm (Bradford, 1976).

- Determinacion de la actividad enzimatica a través
de la determinacion de azicares reductores por el
método del DNS (4cido dinitrosalicilico)

Se dispuso una curva patrén con glucosa en base a
concentraciones de 250, 500, 1000, 1500 y 2000
ug/mL cuyas respectivas absorbancias fueron
determinadas en el espectrofotometro a la longitud de
onda de 540 nm. Se centrifug6 cada muestra de 1,5mL
por 20 minutos a 4000 rpm. Del sobrenadante, se tomo
0,25mL que fue mezclado con 0,25mL del reactivo
DNS. Luego se llevd a bafio maria hasta ebullicion
durante 5 minutos. Finalmente se enfrio los tubos con
hielo y se le agregd 2,5mL de agua destilada para
medir la absorbancia a 540 nm (Miller, 1959).

- Determinacion de la produccion maxima y
actividad enzimatica maxima de las celulasas
producidas por las cepas bacterianas

Las concentraciones maximas de proteinas totales y de
azucares reductores obtenidas para las diferentes
temperaturas fueron sometidas a la prueba de ANOVA
y a la prueba de Tuckey a fin de establecer la
temperatura en la que hubo mayor producciéon de
proteinas totales y, por tanto, de celulasas.

RESULTADOS

Caracteristicas macroscopicas y microscépicas
de las colonias

@

Figura 1. (A) 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. (B) Bacilos Gram positivos de

() . .

Figura 2. (A) 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. (B) Bacilos Gram positivos de pequeiio
tamafio ligeramente mas anchos que la cepa GCB-13.
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En la Figura 3 se muestra el diametro de la colonia de
las cepas GCB-13 y GCC-13 a las temperaturas de 45,
50y 55°C donde se aprecia la produccion de un mayor
diametro de colonia y de halo para ambas cepas, a la
temperaturade 45 °C.
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En la Figura 4 se muestra un mayor e igual
crecimiento de la cepa GCB-13 a 45°C y 50°C; asi
como un menor crecimiento a 55°C. En tanto que en
la Figura 5, correspondiente a la cepa GCC-13, se
observa un menor ¢ igual crecimiento a 45°C y
55°C, y un mayor crecimiento a 50°C. En los tres
casos de cada cepa se da el mayor crecimiento a las
96 horas de incubacion.

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

Tabla 1. Identificacion molecular de las cepas microbianas
GCB-13 y GCC-13 empleando las bases de datos Blast
server for bacterial identification, Bacillus sp (GCB-13) y
Paenibacillus sp (GCC-13)

Blast server for bacterial identification (NCBI)

Cepa Porcentaje Identificacion
de identidad

GCB-13 97 % Bacillus sp.

GCC-13 89 % Paenibacillus sp

Produccion de celulasas a través de la
determinacion de proteinas totales en la cepa GCB-
13

Tabla 2. Proteinas totales (ug/mL) producidas por la cepa
GCB-13 con sus tres repeticiones (R) por temperatura

Repeticiones Temperatura
del 45°C 50°C  55°C
experimento
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
140
;D" 120
£ 1o
5 80
_E_ 60 m cepa GCB-13
é; 40
¥ 20 -
0 - r T
45 50 55
Temperaturas de incubacion ("C)

Figura 6. Proteinas totales producidas por la cepa GCB-
13 por temperatura
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EnlaTabla 2 asi como en la Figura 6, se muestra mayor
produccidn de proteinas totales a 45°C con un valor de
135,79 ug/mL por parte de la cepa GCB-13.

Actividad enzimatica de las celulasas a través de la
determinacion de azicares reductores en la cepa
GCB-13.

Tabla 3. Azicares reductores (ug/mL) producidos por la
cepa GCB-13 en sus tres repeticiones (R) por temperatura

Repeticiones Temperatura

del 45°C  50°C  55°C
experimento
R1 656,67 386,67 116,67
R2 666,67 643,33 196,67
R3 736,67 543,33 196,67

Promedio 686,67 52444 170,00
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Figura 7. Representacion en barras de azlicares reductores
producidos por la cepa GCB-13 en sus tres repeticiones (R)
por temperatura

En la Tabla 3 como en la Figura 7, se puede observar
mayor produccidon de azticares reductores a 45°C
con un valor de 686,67 ug/mL por parte de la cepa
GCB-13.

Produccion de celulasas a través de la
determinacion de proteinas totales en la cepa
GCC-13

Tabla 4. Proteinas totales (ug/mL) producidas por la
cepa GCC-13 en sus tres repeticiones (R) por
temperatura

Repeticiones Temperatura

del 45°C 50°C  55°C
experimento
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




Evaluacion de enzimas celuloliticas bacterianas aisladas de las fuentes termales de Calientes (Candarave Tacna)

Julio - diciembre 2018

200 -

s
[
co
=

I

as

T 160 A

nas t
[
o ro e
=R =

N N L

B cepaGCC-13

ug/mlLde proteina

P s o oo
(=T =1
4 1 I 1 1

45 50 55

Temperaturas de incubacion (°C)

Figura 8. Representacion en barras de las proteinas
totales producidas por la cepa GCC-13 en sus tres
repeticiones (R) por temperatura

Tanto en la Tabla 4 como en la Figura 8, se verifica
mayor produccion de proteinas totales a 45°C con un
valorde 181,31 ug/mL por parte de la cepa GCC-13.

Actividad enzimatica de las celulasas a través de la
determinacion de azicares reductores en la cepa
GCC-13.

Tabla 5. Azucares reductores producidos por la cepa GCC-
13 en sus tres repeticiones (R) por temperatura

Repeticiones Temperatura

del 45°C 50°C  55°C
experimento

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
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DISCUSION

Microorganismos celuloliticos

Los trabajos reportados por Ahmad y Baker (1987) asi
como por Meyer (1994) y 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, ademas de crecer
en ambientes aerobios de elevada temperatura y con
presencia de restos vegetales, segun sefiala también
Wang etal. (2008).

Capacidad enzimatica de las cepas aisladas

La mayor produccién de proteinas totales
(181,31ug/mL) observada en Paenibacillus sp (GCC-
13) a 45°C senala una relacion inversa entre la
produccion de proteinas totales y la temperatura. La
mayor produccién de azucares reductores (686,67
ug/mL) observada en Bacillus sp (GCB-13) a 45°C
revela mayor capacidad celulolitica en funcion de la
actividad enzimatica de celulasas. Por reportes, en
relacion a las bacterias, se encontrd 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 presentd una mayor actividad
enzimatica a 45°C y a las 48 horas de proceso de
evaluacion.

CONCLUSIONES

Los microorganismos aislados de las fuentes termales
de Calientes, Candarave-Tacna, corresponden a
bacilos Gram positivos de los géneros Bacillus sp y
Paenibacillus sp, los cuales mostraron mayor
actividad enzimatica a 45°C y 55°C. La cepa GCB-13
presentd mayor halo a 55°C correspondiente a 4,4 mm
de didmetro de colonia y 11 mm de halo mas colonia,
en tanto que la cepa GCC-13 presentd mayor halo a
55°C correspondiente a 6 mm de diametro de coloniay
11,9 mm de diametro de colonia mas halo.

La relacién entre la produccién de proteinas totales y
azucares reductores de la cepa GCB-13 es la siguiente:
a45°C por cada ug/mL de proteinas totales, se produce
4,58 ug/mL de azucares reductores; a 50°C por cada
ug/mL de proteinas totales, se genera 3,24 ug/mL de
azucares reductores; a 55°C por cada ug/mL de
proteinas totales se produce 3,58 ug/mL de aztcares
reductores. Por otro lado, en lo que respecta a la cepa
GCC-13, a45°C por cada ug/mL de proteinas totales,
se desarrolla 3,58 ug/mL de azicares reductores; a
50°C se produce por cada ug/mL de proteinas totales,
4,56 ug/mL de aztcares reductores; y a 55°C por cada
ug/mL de proteinas totales, se genera 4,25 ug/mL de
azucares reductores.

En sintesis, se determind que la produccidén de
proteinas totales de la cepa GCB-13 no presenta
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diferencias significativas a temperaturas de
incubacion de 45, 50 y 55°C; como si ocurre en la
produccion de azucares reductores, donde se
determind una mayor productividada45°Cy 55°C. En
cuanto a la cepa GCC-13, no se encontro diferencias
significativas en la produccion de proteinas totales y
azucares reductores a tres temperaturas de incubacion;
por lo que se concluye que existe un rango mas amplio
respecto a la productividad de la enzima celulolitica
tanto como a la de azticares reductores.
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