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I. INTRODUCCION

Durante mucho tiempo se ha pensado que es imposible la existencia de vida en
ecosistemas en los que las condiciones de temperatura, concentracion de sales,
metales, presién son extremas; sin embargo hoy en dia los avances tecnolégicos han
permitido acércanos a estos ecosistemas y poder conocer, identificar a estos
microorganismos extremofilos y clasificarlos en cinco grupos terméfilos, aciddéfilos,
alcalofilos, haldfilos y psicréfilos; permitiéndonos desarrollar tecnologias aplicables a
distintos sectores industriales y biotecnologicos.

Los termdfilos son microorganismos que toleran temperaturas Optimas de
crecimiento entre 45 y 70°C, el estudio de estos se ha intensificado en los ultimos
afios debido a la termoestabilidad que estos tienen, propiedad que les permiten tener
una amplia gama de aplicaciones en procesos industriales o bien son fuentes de
metabolitos tales como enzimas termo resistentes. El habitat de los microorganismos
termofilos son los diferentes ambientes extremadamente calientes que registran
temperaturas entre los 80 a 120°C, tales como fuentes de aguas termales, areas
volcanicas, fumarolas y sistemas hidrotermales marinos. La gran diversidad de
ecosistemas del estado de Chiapas permite tener una fuente de obtencion de estos
microorganismos de interés industrial y con gran potencial biotecnologico, uno de
estos ecosistemas es el lago del crater del volcan el Chichon ubicado en el
municipio de Chapultenango de donde se han aislado dos microorganismos el
Geobacillus jurassicus y Geobacillus stearothermophilus.

Evaluar el crecimiento de estos microorganismos es de gran importancia debido a
gue fuentes bibliograficas reportan que enzimas termoestables obtenidas de
microorganismos termofilos tienen gran impacto en la industria quimica, alimentaria y
biotecnoldgica, por lo que en esto proyecto se evaluara el crecimiento y adaptacion
de estos Geobacillus en 5 distintos medios de cultivo liquidos con distintas fuentes de
carbono, nitrégeno y sales; asi como la actividad enzimatica que esos

microorganismos desarrollen, empleando para ello un kit APY-ZYM.



[I. ANTECEDENTES

1.1 VOLCAN “EL CHICHON?”

El volcan Chichdn fue descubierto como volcan en 1928, por Federico K. Mulleriend
quien lo catalog6 como verdadero volcan. Se encuentra ubicado en el municipio de
Chapultenango en el estado de Chiapas en las coordenadas 17° 21’ 38” latitud norte
y 93° 13’ 28” longitud oeste. Colinda al sureste con el municipio de Ostuacan y al
suroeste con el municipio de Ixtacomitan, sobre la parte norte de la Falla Motagua-
Polochi y al norte de la Falla Tecpatan-Ocosingo. Dentro las montafias del norte de
Chiapas, a unos 350 km de la trinchera mesoamericana. Influencia directa con los
municipios de Francisco Leon, Chapultenango, Ostuacan, Pichucalco e Ixtacomitan.
Es un volcan con una edad de aproximadamente 776 000 afios y tiene un estado
actualmente activo (Figura 1) (Nufiez, 2012).

Tiene un crater con un diametro de un kilometro y en su fondo se encuentra un lago
de color verde-amarillo de entre 300 y 500 m con una profundidad de 1.5 m (Figura
2) (Santillan, 2007) con temperaturas que oscilan entre 30 a 72°C. También se
reporta un pH que va de 2 hasta 8.5 en distintos puntos (Arellano y Jiménez, 2012),
esto se atribuye a las fluctuaciones de la composicion fisicoquimica del agua del lago
del crater debido a un sistema hidrotermal que se encuentra debajo del lago que son

emanaciones de H2S (Armienta, 2014).

Figura 1 Vista aérea del volcan “El Chichén”



Figura 2 Crater del volcan “El Chichén”

1.2 MICROORGANISMOS EXTREMOFILOS

En el planeta se encuentra una gran diversidad de ecosistemas en los que habitan

organismos capaces de adaptarse y sobrevivir en condiciones extremas. Por

ejemplo; desiertos y geiseres. Estos microorganismos llamamos extremofilos, no sélo

toleran situaciones limites, sino que necesitan las condiciones extremas para que su

supervivencia y multiplicacion sea posible. (Medina et al., 2000) Dichos

microorganismos se clasifican segun las condiciones extremas en las que se

desarrollan.

Acidofilos: Son aquellos que se desarrollan en ambientes de alta acidez, con
pH 6ptimo de crecimiento préximo a 3.

Alcaléfilos: Son aquellos que se desarrollan en ambientes muy alcalinos con
pH 6ptimo de crecimiento préximo a 9 o mas.

Halé6filo: Se desarrollan en ambientes hipersalinos.

Oligotrofos: Son aquellos microorganismos que tienen la capacidad de crecer
en ambientes con nutrientes limitados.

Osmofilos: Son microorganismos que pueden crecer en ambientes con alta
concentracion de azucares.

Psicrofilos o Psicrotolerantes: Se desarrollan en ambientes de temperatura

muy baja, como los glaciares.


https://es.wikipedia.org/wiki/Acid%C3%B3filo
https://es.wikipedia.org/wiki/Alcal%C3%B3filo
https://es.wikipedia.org/wiki/Alcalinidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Hal%C3%B3filo
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Hipersalinos&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Oligotrofo&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Osm%C3%B3filo&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Psicr%C3%B3filo

e Termoéfilo: Se desarrollan en ambientes a temperaturas superiores a 45°C,
algunos de ellos, los hiperterméfilos tienen su temperatura Optima de

crecimiento por encima de los 80°C.

El estudio de microrganismos que habitan en ambientes extremos de pH, presiones
barométricas, temperatura y salinidad, ha despertado el interés de los investigadores
por ser fuentes de nuevas sustancias bioactivas tales como enzimas termoestables,
las cuales tienen una gran demanda en diferentes industrias como la farmacéutica,
alimentaria, quimica y cosmética (Dalmaso et al., 2015) por las caracteristicas y

propiedades que presentan estos microrganismos como sus biomoléculas.

1.3 AMBIENTES TERMOFILOS

Los habitats naturales con temperaturas permanentemente altas (por encima de 45 —
50°C) estan restringidos a unas pocas zonas de la biosfera, normalmente
relacionadas con fenOmenos volcanicos, tales como: fuentes termales volcanicas
terrestres, fuentes termales submarinas (fumarolas hidrotermales) asociadas a las
grandes dorsales oceanicas y materiales en fermentacion como acumulos de abono
(compostas) los cuales puede alcanzar temperaturas de 75°C.

Los ambientes termales (figura 3) difieren en sus propiedades quimicas y
composicion elemental, algunas son aguas termales cloradas que contienen cloro,
sulfuradas y sulfurosas que contienen azufre, sulfatadas es decir el azufre se
combina con sulfato de calcio, sodio o magnesio, etc. esta diversidad de composicion
permite el crecimiento de una diversidad bacteriana, pocas de las cuales son
cultivables, sin embargo la tolerancia de estos microorganismos a crecer en
condiciones extremas ha permitido que estas o sus metabolitos tengan un gran

potencial biotecnolégico (Belkova et al., 2007).


https://es.wikipedia.org/wiki/Term%C3%B3filo
https://es.wikipedia.org/wiki/Grado_Celsius
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Hiperterm%C3%B3filos&action=edit&redlink=1
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Figura 3 Ambiente termofilo

.4 BACTERIAS TERMOFILAS

En general los microorganismos termdéfilos que crecen a temperaturas de entre 60 a
80°C son conocidos como heterotréficos extremos, mientras que los que crecen
entre 80 a 100°C se denominan hipertermofilos, Los organismos termofilos e
hiperterméfilos en su mayoria son anaerobios y se caracterizan por tener un
metabolismo quimiolitotrofico (organismos que obtienen su energia de la oxido-
reduccién de compuestos inorganicos para fijar CO2 , generalmente son aerobios,
donde el aceptor final de electrones es el O2) y quimiorganotrofos (organismos que

obtienen su energia de la oxido-reduccion de compuestos organicos).
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Figura 4 Fijacion de carbono por el Ciclo de Calvin

En ambos tipos de metabolismo estos microorganismos aerobios y anaerobios
termofilos o hipertermdfilos pueden utilizar aceptores externos de electrones para
oxidar con mayor rendimiento los compuestos inorganicos y organicos que utilizan
como fuente de carbono (Pachon & Posada, 2003) de acuerdo a lo descubierto por
Bertoldo y Antranikian (2002), estos utilizan para su metabolismo sustratos
poliméricos naturales como fuente de carbono y energia, asi mismo Kristjansson y
Hregguidsson (1995) reportaron que estos microorganismos son capaces de
degradar sustratos como el almidén, celulosa, xilano, pectina y quitina.

Entre los microorganismos termofilos obligados se han reportado a Anoxybacillus
flavithermus y Geobacillus spp., mientras que algunos de los microorganismos
facultativos que crecen a temperaturas mesoéfilas y terméfilas se encuentran Bacillus
licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus pumilis, Bacillus subtilis (Burgess et al.,
2010).



1.5 BACTERIAS DEL GENERO Geobacillus

Los microorganismos del género Bacillus generalmente tienen necesidades
nutricionales simples, por lo tanto no requieren de aminoacidos especificos para su
crecimiento y son capaces de crecer en medios simples, tales como agar tripticasa
de soya (TSA) (Burges et al., 2010).

El género Geobacillus se estableci6 en el 2001, estas bacterias crecen a
temperaturas entre 35y 75°C, se han encontrado en diversas partes del mundo y se
han aislado de ambientes naturales con temperaturas extremas de 80°C asi como de
zonas glaciares de hielo tales como manantiales termales, yacimientos de petréleo,
compostas, respiraderos hidrotermales marinos, aceites, rios, lagos y sedimentos
oceanicos y en aguas del artico.

Tras el descubrimiento de dos nuevos termofilos, aerobios, formadores de esporas
en yacimientos petroleros, Nazina et al., (2001) propuso que la especie vigente de
cinco grupos. Podria ser modificada a un nuevo género denominado Geobacillus,
realizando estudios tipo fenotipico y el analisis filogenético basado en secuencias del
gen 16S rRna; obtenido como resultado dos nuevas especies Geobacillus

subterraneus y Geobacillus uzenensis.

[1.6 Geobacillus stearothermophilus

Estos microorganismos son células motiles, con una longitud de 2 a 3.5 um y 0.6 a
1.0 um de diametro (figura 4). Normalmente se presenta como células Unicas o
cadenas cortas. Son células elipsoidales, ocasionalmente cilindricas, sus esporas se
ubican en el area subterminal o terminal de la célula.

Las colonias son usualmente convexas, de textura cremosa, el intervalo de
temperatura de crecimiento minimo es de 30-45°C y su crecimiento maximo es a
temperatura de 70-75°C. Tiene un pH éptimo entre 6-8. Este microorganismo tiene la
capacidad de hidrolizar el almidén y la caseina, pero la reduccién de nitratos es
variable. El crecimiento de Geobacillus stearothermophilus se ha reportado que

ocurre en presencia de NaCl al 2%, pero se inhibe con una concentracion de 0.001%



de lisozima. La prueba bioquimica de catalasa es variable y usualmente la prueba de
oxidasa es negativa. Tiene la capacidad de metabolizar hidrocarburos de cadenas
C10 y C11, utilizdndolo como fuente de carbono y energia. Esta descripcion esta
basada en reportes publicados por Gordon et al., (1973), Logan y Berkeley (1984),
Claus y Berkeley (1986), White et al., (1993), Kampfer (1994), Nazina et al., (2001) y
Paul de Vos( 2009).

Figura 5 Vista microscopica de G. stearothermophilus (Kunkel,2013)

II.7 Geobacillus jurassicus

Este es un microorganismo relacionado con el periodo geologico y la formacion de
yacimientos petroliferos, de donde fue inicialmente aislado.

Las células son Gram positivas, alargadas con doble motilidad de flagelo peritricoso,
son microorganismos productores de esporas elipsoidales en la parte terminal de la
célula, esta descripcion esta basada en dos muestras aisladas segun lo reportado
por Nazina et al, 2001.

Las colonias que crecen en agar nutritivo, se ha reportado que son redondas,
mucosas, incoloras y tienen un didmetro de 2 mm. Son bacterias aerdbicas y
guimidrganotroficas. Como fuente de carbono y energia metaboliza hidrocarburos de
cadena (C6, C10, C11, C14 y C16), hidrocarburo metano- naftenico, acetato,

butirato, piruvato, lactato, benzoato, fumarato, succinato, malato, etanol, peptona,



triptona y extracto de levadura. También se ha reportado que Geobacillus jurassicus
presenta crecimiento en caldo nutritivo y Papa Dextrosa Agar. No puede crecer en
presencia de alcoholes como: metanol, propanol, butanol, isobutanol; fenol,
fenilacetato; de igual forma con la presencia de aminoacidos: alanina, glutamato,
serina, propionato o citrato . Se ha reportado que presenta minimo crecimiento en
presencia de asparagina y glutamina. La prueba bioquimica de catalasa es positiva y
es productor de NHs a partir de la peptona. No es degradadora de urea y tirosina. No
produce H:S, indol y dihidroxiacetona. Hidroliza la esculina y el almidén, pero no
hidroliza la caseina.

No crece de manera autotrofica en presencia de H, + CO2y no fermenta glucosa con
produccién de gas, las pruebas bioquimicas como Voges—Proskauer y rojo de metilo
son negativas, no utiliza Fe?* como aceptor de electrones. No reduce nitratos a
nitritos. Crece a temperaturas entre 45 a 65°C con una temperatura 6ptima de
crecimiento de 58-60°C. El rango de pH es de 6.4 — 7.8 con un éptimo de 7.0-7.2,
puede crecer en ausencia de NaCl pero también tolera hasta una concentracion de
entre 5-5.5 % (p/v) de NaCl (Paul de Vos, 2009).

Estas dos especies de Geobacillus descritas anteriormente fueron aisladas por Meza
(2015) a partir de las aguas termales del volcan el Chichdn, la temperatura de la

zona de recolecta del agua fue de 71.6°C con un pH de 5.4 (figura 6).

Figura 6 Toma de muestra del crater del Volcan “El Chichén” (Meza 2015)



La importancia del estudio de los microorganismos terméfilos del género Geobacillus
es que producen numerosas enzimas extracelulares e intracelulares, por la amplia
capacidad metabdlica que tienen para degradar multiples sustratos, crecer en
entornos cambiantes y complejos, por esta razén son de gran importancia en
procesos industriales que ha permitido abrir nuevas investigaciones en el area de la
biotecnologia (Al-Qodah et al., 2013).

MECANISMOS EN SISTEMAS GEOTERMALES

Los sistemas geotermales ricos en compuestos azufrados generalmente estan
compuestos por sulfuros y azufre elemental, estos ultimos son emanados de las
corrientes volcanicas del interior de la tierra junto con gases como el H2S. El H.S es
oxidado espontaneamente junto con O, o0 bien por una reaccion de H>S con el SO- .
En ambientes terrestres, los manantiales o lugares termales ricos en azufre, los
depdsitos de lodo y los suelos pueden alcanzar temperaturas de hasta 100°C y por lo
general son acidos, debido a la produccién de acido sulfurico. H2SO4, procedente de
la oxidacion biolégica de acido sulfhidrico y azufre elemental (Madigan et al. 2000;
citado por Rubiano, 2006).

En la figura 7 se observa el ciclo del azufre en aguas volcanicas con alto contenido
de sulfuros que son reducidos a ion sulfuro por bacterias sulforeductoras
(Thermodesulfobacterium spp.) luego se oxida a azufre elemental por
microorganismos fotoautotrofos (Chloroflexus spp.) en condiciones anaerobias o
aerobias facultativas y estas son oxidadas a sulfatos por microorganismos
guimiolitétroficos (Sulfurihydrogenibium spp.) de esta manera se continua con el ciclo

del azufre en aguas termales (Kubo et al. 2011).
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Figura 7 Ciclo del azufre simplificado en aguas termales (Kubo et al. 2011)

Por otra parte existen ambientes volcanicos marinos que usualmente albergan gran
cantidad de vapor de agua, CO2, H2S, S° y cantidades variables de CO,H, CH4,N y

trazas de amonio (Kubo et al. 2011).

.8 MECANISMOS DE SUPERVIVENCIA DE BACTERIAS
TERMOFILAS

La habilidad de sobrevivir de los microorganismos termaofilos en ambientes térmicos
estad basada en el metabolismo, la estructura y funcién celular de sus componentes
(Stetter, 1999); se atribuye principalmente a la naturaleza de su membrana celular, la
cual ésta conformada por acidos grasos saturados que forman enlaces hidrofébicos
mucho mas fuertes que los acidos grasos insaturados, manteniendo la célula mas

rigida aumentado su capacidad para vivir a altas temperaturas.
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Figura 8 Membrana celular con acidos grasos saturados presente en bacterias
termofilas (Audesirk, 2003)

El grado de saturacion de los acidos grasos que componen la membrana, determina
su grado de fluidez a una determinada temperatura, puesto que el funcionamiento de
la membrana depende de la fluidez de los componentes lipidicos (Figura 8) (Stanier,
1992).

La mayoria de los microorganismos termofilos estudiados hasta el momento utilizan
como fuente de carbono carbohidratos poliméricos tales como xilano, celulosa, acido

poligalacturénico, almidon y lignina (Cann, 2001).

1.9 ENZIMAS TERMOFILAS

La sintesis de enzimas termdéfilas son la respuesta que tienen los microrganismos
termdfilos a la adaptacion de altas temperaturas (Figura 10), aumentando el nimero
de enlaces idnicos y al denso empaquetamiento del interior altamente hidrofébicos

de las proteinas evitando su desnaturalizacion (Castillo, 2005).



Figura 9 Enzima [- galactosidasa producida por Thermus sp. Obtenida a 70° C
utilizando p-nitrofenil-alfa-D-galacto- piranosido (PNPAG) como sustrato (Herrero,
2001)

Los mecanismos estructurales que explican las mejoras en la estabilidad térmica de
las enzimas son dificiles de predecir y depende de muchos factores. Entre ellos
encontramos puentes disulfuro, la formacién de puentes de hidrogeno y salinos o
efectos cooperativos entre residuos distales que forman este tipo de enlaces, el
incremento de la hidrofobicidad interna, minimizacion de la proporcion
superficie/volumen, o la estabilizacion de elementos de estructura secundaria o
cuaternaria de la proteina (Escuder, 2013).

Analisis comparativos de proteinas mesofilas y sus homologos termofilos, asi como
de proteinas obtenidas por evolucion dirigida a una mayor termoestabilidad,no han
encontrado grandes diferencias ni a nivel de secuencia ni a nivel estructural. Mas que
una unica estrategia comun, las evidencias sugieren que la adquisicion de una mayor
termoestabilidad vendria dada por combinaciones de sutiles cambios en la estructura
y composicién aminoacidica diferentes para cada proteinas termdfila, un ejemplo es
el cambio de arginina en el residuo 412 en la posicidon 142 por leucina en la B-

galactosidasa (figura 9).(Escuder, 2013)



Figura 10 B-Galactosidasa de Geobacillus stearothermophilus el enrollamiento de
este polimero de aminoacidos se debe a la presencia de prolina y leucina (Escuder,
2013)( International Union of Crystallography,2015)

Algunas enzimas que hasta ahora han sido purificadas a partir de estos
microorganismos termofilos, pertenecen a la clase de las hidrolasas,
oxidoreductasas, proteinas redox, deshidrogenasas, hidrogenasas, esterasas,
glucosa isomerasa, ADN polimerasas y nitrilasas (Bertus, 2003).

En la actualidad los microorganismos presentan un gran interés cientifico, debido a
gue la biodiversificacion de estos ha iniciado un debate en cuanto al origen y limites
de la vida. Asi como en el campo biotecnoldgico, debido a un sin ndmero de
tecnologias en las que se utilizan las biomoléculas de microorganismos termofilos
gue son capaces de resistir en condiciones extremas de cualquier tipo,
principalmente temperaturas por encima de los 50°C, como por ejemplo el empleo de
enzimas termofilas que mantienen la estabilidad proteica de un producto durante el
proceso de esterilizacién asi como en el procesamiento de alimentos como el pan y
el vino, favoreciendo su vida media; tratamiento de residuos, extraccién de petrdleo,
obtencién de biochips para la identificacion de personas y el diagndstico de
enfermedades (Bertus, 2003).

Por otra parte a medida que la temperatura del proceso incrementa la velocidad de

reaccion también; al aumentar 10°C la temperatura, la velocidad de reaccién se



duplica, disminuyendo en consecuencia la cantidad de enzima necesaria. De esta
forma las enzimas termofilas o termoestables estan adquiriendo mas importancia

como biocatalizadores (Zeamost y Starnes, 1991).

11.10 ENZIMAS DE INTERES INDUSTRIAL AISLADAS DE MICROORGANISMOS
TERMOFILOS.

Diversas enzimas han sido producidas intra o0 extracelularmente por
microorganismos termdfilos, las enzimas hidroliticas actualmente tienen una gran
demanda en la industria por las multiples aplicaciones que estas tienen en diversos
procesos biotecnologicos. En el cuadro 1 se presentan algunas de estas enzimas
con sus respectivas aplicaciones.

Cuadro 1. Aplicacion de enzimas aisladas de microorganismos termofilos

ENZIMA BACTERIA APLICACION
a-AMILASA Pyrococcus woesei Procesamiento de almiddn, glucosa,
GLUCOSIDASA fructosa, trealosa, digestion de

lactosa en leche, enzimas de
sacarificacion, sintesis de

oligosacarido.

LIPASA Geobacillus Tratamiento de aguas residuales,
stearothermophillus, | formulacion de detergentes,

B. thermoleovorans blanqueamiento de papel

XILANASA Clostridium Procesamiento de alimentos,
thermocellum detergentes, produccion de

aminoacidos
PROTEASA Thermococcus Elaboracion de detergentes, hidrélisis
kodakarensis en alimentos, elaboracion de cerveza

DNA-POLIMERASA | Thermus aquaticus Ingenieria genética

(Suarez, 2002)




Diversos autores mencionan que Geobacillus stearothermophilus produce diferentes
enzimas tales como amilasa, p-galactosidasa, celulasa, xilanasa (Soliman 2008;
Brumm et al.,, 2015). Geobacillus thermoleovorans se ha estudiado para la
produccién de la enzima lipasa (Haki y Rakshit, 2003; Obdel, 2002). Lo mismo
Geobacillus thermodenitrificants se ha reportado que produce enzima lipasa
(Charbonneau et al., 2011). Dos microorganismos, G. stearothermophilus y G.
jurassiccus aislados del volcdn Chichén han mostrado tener actividad lipolitica, sin
embargo se desconoce si estos microorganismos tienen potencial para la produccion
de otras enzimas extracelulares, como se ha reportado en otras especies que son
capaces de producir multiples actividades enzimaticas segun el sustrato empleado

como Unica fuente de carbono.

.11 ESTUDIOS SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
MICROORGANISMOS AISLADOS DE FUENTES TERMALES

En un estudio realizado de las aguas termales de la isla de cabos de las trincheras
ubicado en el estado de Carabobo, Venezuela se ha reportado la cinética del
crecimiento microbiano de Geobacillus stearothermophilus aislado de estas fuentes
termales. El crecimiento se observé en medio minimo mineral (CuSO4 0.1 mg; FeSO4
1.0 mg; MgS0O4 0.2 mg; ZnSO4 0.5 mg; NaCl 0.5 mg; NH4Cl 1.0 mg; NH4sNO3 0.1 mg
y NaxCOsz 0.5 mg, por litro de tampoén fosfato 60 mM, pH 7.0) suplementado con
celulosa micro-cristalina al 1% p/v. Asi mismo, se realizaron ensayos sobre la
actividad enzimatica de celulasa y lipasa adicionando celulosa micro cristalina al 1%
p/v y aceite de olivo al 1% p/v al medio minimo mineral respectivamente; bajo
distintas condiciones de pH y temperatura obteniendo los puntos de maxima
actividad enziméatica de celulasa a pH de 7, temperatura optima de 60°C; la mayor
actividad enziméatica fue reportada entre 72 y 96 h de incubacion. Respecto a la
enzima lipolitica la maxima actividad se reporté a 55°C y pH 10.5. En este estudio se
ha reportado que G. stearothermophilus presentdé una fase de latencia de 12 h
alcanzando la maxima poblacién bacteriana a las 60 h registrandose en este tiempo
64x108% UFC/mL (Angela, 2011; Viviano et al., 2011).



Obeidat et al., (2012) determinaron la actividad hidrolitica de ocho especies de
Geobacillus aislados de las aguas termales localizadas en Jordania. En este estudio
para evaluar el crecimiento de Geobacillus emplearon placas de agar nutritivo, las
cuales fueron incubadas a 50°C durante 24 h obteniéndose desde 1 hasta 264
UFC/mL segun las condiciones de la zona de muestreo del agua, los cuales se
diferenciaban porque presentaban diferentes temperaturas (42.1-62.3°C) y pH (6-7).
Por otra parte, en este estudio los autores reportan el uso del sistema Api-Zym para
la determinacion de diversas actividades enzimaticas, asi mismo identificaron la
presencia de actividad amilasa, proteasa, catalasa y oxidasa empleando sustratos
especificos almidon, caseina, peroxido de hidrogeno respectivamente. Los
resultados mostraron que las ocho especies estudiadas de Geobacillus presentaron
actividad catalasa, oxidasa, amilasa, proteasa, fosfatasa alcalina y acida, esterasa
(C4), esterasa lipasa (C8), a-galactosidasa, B-glucoronidasa, B-glucosidasa y n-
acetil-B-glucosaminidasa.

Microorganismos de Geobacillus sp. aislados de cuatro diferentes zonas de las
aguas termales de Malasia: punto A (72°C), punto B (65.8°C), punto C (55°C) y punto
D (75°C), fueron reportados por Abdullah et al (2012) que son capaces de degradar
el sustrato xilano demostrando con ello actividad xilanasa, pero no presentaron
actividad amilasa ni celulasa, esto después de incubar las muestras durante tres dias
a la temperatura de muestreo del agua. El medio de cultivo empleado en este estudio
contenia: 2 g/L de NaCl, 0.4 g/L de MgS04.7H20, 0.7 g/L de MgCl..6H20, 0.5 g/L de
CaCl,.2H,O, 0.3 g/L de K2.HPO4, 0.5 g/L de (NH4)2.SOs, 20 g/L de agar
bacterioldgico, el pH del medio fue ajustado a 7.8. El medio fue suplementado con

0.1% del sustrato especifico para cada enzima evaluada.

El crecimiento bacteriano se define como el aumento ordenado de todos los
constituyentes quimicos de la célula, éste es un proceso complejo que supone la
replicacion de todas las estructuras y componentes celulares a partir de nutrientes
exdgenos, organicos e inorganicos. Tomando como referencia la formulacion de
medios de cultivos a base de sulfatos, carbonatos y fosfatos propuestos por Brooke y

Freeze en 1969 y Nazina en 2005, se propuso en este proyecto el estudio de



diferentes medios de cultivo, tales como el Medio Basal Mineral y Medio Minimo, los
cuales son adecuados para suplir los requerimientos nutricionales del hébitat natural
de microorganismos termdfilos, debido a altas y variadas concentraciones de iones

caracteristicos presentes en las aguas termales de las cuales son aislados.

11.12 SISTEMA DE INVESTIGACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS API-ZYM

El método Api-Zym es un micrométodo semicuantitativo de investigacion de
actividades enzimaticas aplicable a diferentes tipos de muestra (microrganismos,
suspensiones celulares, tejidos, liquidos biolégicos, etc.). Permite estudiar rapida y
simultaneamente 19 actividades enzimaticas a partir de pequefias cantidades de
muestra.

La galeria API-ZYM se compone de 20 cupulas especialmente adaptadas al estudio
de las reacciones enzimaticas. El fondo de la galeria esta constituido por una trama
de fibras inertes, en donde estan repartidos por sustratos semi-sintéticos. Este
soporte favorece las reacciones enzimaticas al mismo tiempo que los sustratos
enzimaticos son insolubles. Las reacciones producidas durante el periodo de
incubacion se traducen en cambios de color que se revelan mediante la adicion de
reactivos. La lectura de estas reacciones se realizan con la ayuda de la tabla de
lecturas (cuadro 2) (BIOMERIEUX, 2014).



Cuadro 2. Interpretacion de las lecturas del Kit Api-ZYM

N° ENZIMA SUSTRATO pH REACCION
Positivo | negativo
incoloro o color de la
muestra segun la
importancia de la
1 CONTROL coloracion
2 Fosfatasa alcalina 2-naftil fosato 8,5 Violeta
3 Esterasa (C4) 2-naftil butirato 6,5 Violeta
4 Esterasa Lipasa (C8) 2-naftil caprilato 7,5 Violeta
5 Lipasa (C14) 2-naftil miristato 7,5 Violeta
6 Leucina arilamidasa L-leucil-2-natilamina 7,5 Naranja
7 valina arilamidasa L-valil-2-naftilamida 7,5 Naranja
8 Cistina arilamidasa L-cistil-2-naftilamida 7,5 Naranja
N-benzoil-DL-arginina-2-
9 Tripsina natilamida 8,5 Naranja
N-glutaril-fenilalanina-2-
10 a-quimotripsina naftilamida 7,5 Naranja
11 Fosfatasa acida 2-naftil fosfato 54 Violeta g
Naftol-AS-BI- 3
12 fosfohidrolasa Naftol-AS-BI-fosfato 54 Azul g
6-Br-2-naftil-aD- g
13 a-galactosidasa galactopiranosido 54 Violeta 5
2-naftil-BD- g
14 B -galactosidasa galactopiranosido 54 Violeta ?_ﬁ
Naftol-AS-BI-BD- )
15 B-glucuronidasa glucoronido 54 Azul
2-natftil-aD-
16 a-glucosidasa glucopiranosido 54 Violeta
6-Br-2-natftil-BD-
17 B-glucosidasa galactopiranosido 54 Violeta
N-acétil-B- 1-naftil-N-acétil-BD-
18 glucosaminidasa glucosaminido 54 Marron
6-Br-2 naftil-aD-
19 a-mannosidasa mannopiranosido 54 Violeta
2-naftil-aL-
20 a-fucosidasa fucopiranosido 54 Violeta

(Biomierux, 2014)




lll. OBJETIVO
Ill. 1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el comportamiento cinético del crecimiento y el potencial enzimético

extracelular de Geobacillus stearothermophilus y Geobacillus jurassicus en

cinco diferentes medios de cultivo.

l1l. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar la capacidad de crecimiento Geobacillus stearothermophilus y

Geobacillus jurassicus en cinco diferentes medios de cultivo.

Evaluar el potencial enziméatico de Geobacillus stearothermophilus vy
Geobacillus jurassicus para producir enzimas termoestables empleando el kit
Api-ZYM.

Evaluar el potencial enzimatico de Geobacillus stearothermophilus vy
Geobacillus jurassicus para producir enzimas termoestables empleando

sustratos especificos en los cinco diferentes medios de cultivo.



IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1 OBTENCION DE LAS CEPAS

Las cepas de Geobacillus jurassicus y Geobacillus stearothermophilus se mantienen
conservadas con glicerol estéril al 30% v/v a temperatura de -20°C, estas fueron
aisladas de las aguas termales del volcan el Chichén ubicado en el estado de
Chiapas por Meza (2015). Asi mismo se mantienen en cultivo liquido en Medio

Productor de Lipasas (MPL) en condiciones de refrigeracion.

IV.2 REACTIVACION DE LAS CEPAS DE Geobacillus

Las cepas de Geobacillus stearothermophilus y de Geobacillus jurassicus fueron
obtenidas de stocks con MPL:glicerol (70:30 v/v) las cuales se encuentran
conservadas en el Polo Tecnoldgico Nacional de Investigacion y Desarrollo de
Pruebas Analiticas en Biocombustibles, se adiciond 1 mL de la cepa glicerinada en
100 mL de medio productor de lipasas, la incubacion se llevd a cabo a una
temperatura de 71.2 °C durante 72 horas.

Una vez que las cepas fueron reactivadas, 10 mL del respectivo cultivo se empled
como inoculo y se adicion6 a 250 mL de MPL, las condiciones de incubacion fueron
las mismas condiciones citadas anteriormente, posteriormente se utilizé este ultimo

caldo como inéculo para realizar las respectivas cinéticas de crecimiento.

IV.3 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Geobacillus

Con la finalidad de conocer el crecimiento de las dos cepas de Geobacillus aisladas
del volcan el Chichdn; se evaluaron las cinéticas de crecimiento microbiano en cinco
medios de cultivo: 1) Medio productor de lipasas; 2) Medio base; 3) Medio PDA; 4)

Medio minimo; 5) Medio basal mineral.



MEDIO DE CULTIVO COMPOSICION

Medio productor de lipasas (MPL) Peptona de caseina 6 g/L; extracto de
levadura 2 g/L; CaCl 2 H>O 0,2 glL;
MgSO4 0.1 g/L; solucion stock de FeCls
al 1% 0.4 mL/L; aceite de oliva 15 mL/L

Medio Base (MB) Extracto de levadura 1 g/L; aceite de
oliva 5 mL/L; cloruro de sodio 2 g/L;
MgSO4 .7 H2O 0.4 g/L; MgCl> 6 H2O 0.7
g/L; CaCl.2 H20O 0.5 g/L; K:HPOs 0.3
g/L; KHPO, 0.3 g/L; (NH4 )2 HPO4 0.5
g/L; solucién de vitaminas 10 mL/L

Medio Papa-Dextrosa (PDA) Infusion de papa 250 g en 500 mL; 20
g/L de dextrosa; 20 g/L de agar

Medio Minimo (MM) KoHPO4 2.5 g/L; KHPO4 2.5 g/L; (NHa4 )2
HPO4 1.0 g/L; MgSO4 .7 H>O 0.2 g/L;
FeSO47 H20 0.01 g/L

Medio Basal Mineral (MBM) KHPO4 0.1 g/L; (NH4)2 HPO4 0.5 g/L;
MgSO4.7 H20 0.01 g/L; NaCl 0.01 g/L

Las unidades experimentales fueron matraces Erlenmeyer de 1 L, los cuales
contenian un volumen de medio de cultivo estéril de 250 mL de cada uno de los
medios descritos anteriormente. La cantidad de in6culo empleado fue del 5% vlv,
siguiendo la metodologia empleada por Pedroza en 1997 para microorganismos
termofilos. Una vez inoculado los matraces estos se incubaron en una incubadora
con agitacién orbital y temperatura controlada marca LUMISTELL modelo IRO-65. La
incubacion se realiz6 a temperatura de 71.2°C con agitacion de 120 rpm con base a
los resultados de Meza (2015). El tiempo de incubacién de acuerdo a las pruebas
preliminares fue de 8 dias (192 h). Durante el crecimiento se tomaron alicuotas de 3
mL cada 24 horas, con la finalidad de determinar en un espectrofotbmetro marca
BECKMAN COULTER modelo DU730 la absorbancia a 620 nm y obtener la




Densidad Optica (D.O.) como una medida del crecimiento microbiano obteniendo de

esta forma la cinética de crecimiento en cada medio de cultivo.

IV.4 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS Geobacillus

Con la finalidad de evaluar si la morfologia de Geobacillus stearothemophilus y
Geobacillus jurassicus presenta algun cambio de acuerdo a la composicion del medio
de cultivo en que se siembra, se prepararon las respectivas cajas Petri con los
diferentes medios de cultivo descritos anteriormente en el apartado 1V.3, adicionando
17 g/L de agar a cada uno. Una vez solidificado el medio de cultivo en las cajas Petri,
éstas se inocularon mediante el método de varilla acodada, para ello se emple6 una
alicuota de 100 pL y se incubaron durante 72 h a una temperatura de 71.2°C en la
incubadora marca FELISA modelo FE-133AD. Transcurrido el tiempo de incubacion
se observo el crecimiento de los Geobacillus en un microscopio con objetivo 100X
para evidenciar las morfologias microscépicas de ambas cepas en los cinco distintos

medios de cultivo estudiados.

IV.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Con la finalidad de determinar el potencial enzimatico de las cepas de Geobacillus se
emplearon medios especificos (Medio de cultivo + sustrato) y el kit Api-ZYM.

La prueba de actividad enzimatica se realizé en cajas Petri con los medios de cultivo
sélidos MPL, Medio Base, PDA, Medio Minimo y Medio Basal Mineral adicionando
los sustratos Almidon, Sacarosa, Galactosa, Celulosa, Pectina, Caseina, Arabinosa,
Xilosa y Celobiosa a una concentracion del 1% v/v (Oliart-Ros et al., 2010). El in6culo
empleado para la siembre de las cajas Petri fue de una asada y se tomo en la fase
exponencial de cada uno de los medios de cultivo de la cepa correspondiente y
fueron sembrados por el método de siembra puntual, se incubd durante 48 h a
temperatura de 71.2°C para determinar cualitativamente la presencia de la enzima
respectiva. La cual se hace evidente mediante la formaciéon de un halo alrededor de

la colonia.



Por otra parte, también se empled el sistema de identificacion de actividades
enzimaticas Api-ZYM que permite determinar cualitativamente 20 enzimas
hidroliticas las cuales son: fosfatasa alcalina, esterasa (C4), esterasa lipasa (C8),
lipasa (C14), leucina arilamidasa, valina arilamidasa, cistina arilamidas, tripsina, a-
quimotripsina, fosfatasa &acida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa, a-galactosidasa, -
galactosidasa, [B-glucuronidasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa, N-acétil-B-
glucosaminidasa, a-mannosidasa, a-fucosidasa.

En donde se centrifugd a 10000 rpm medio MPL inoculados, hasta obtener una
pastilla de células, para posteriormente preparar con suspensiéon médium una
solucién 1.25 D.O, se tomaran 60 pL de esta solucién a cada clpula, se incubd a
71.2 °C durante 1 hora, en un ambiente saturado.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Geobacillus jurassicus EN DISTINTOS
MEDIOS DE CULTIVO

Se realizaron las cinéticas de crecimiento de G. jurassicus en cinco medios:
productor de lipasas, base, papa-dextrosa, basal mineral y minimo, con la finalidad
de conocer el comportamiento del mismo. En los cinco medios se puede observar
(figura 11) que present6 crecimiento G. jurassicus; sin embargo, dependiendo de la
composicion de los medios se favorecié en menor o mayor medida el crecimiento.
Las curvas de crecimiento permiten observar (figura 11) que el mayor crecimiento se
presentd en los medios productor de lipasa (MPL) y Medio basal Mineral (MBM),
alcanzandose una maxima D.O. a 600 nm de 14.53 + 0.2 a las 192 h de incubacion y
7.41 + 0.2 a las 148 h de incubacion respectivamente. En MPL tienen como fuente
de carbono el aceite de oliva y como fuente de energia la peptona de caseina y el
extracto de levadura, estos compuestos organicos se ha reportado que favorecen el
crecimiento de microorganismos del género termofilo, asi mismo las sales minerales
gue contiene MBM en su composicion podrian estar simulando el ambiente sulfuroso
del agua del crater del volcan (Brock, 1978).

El medio papa-dextrosa es un medio especifico para hongos; sin embargo, Nazina et
al (2001) reportaron buen crecimiento de Geobacillus en este medio de cultivo, esto
es atribuido a la complejidad de los nutrientes que componen el medio, como es el
almidon que aporta la infusion de papa, asi como la concentracién del 2% de glucosa
gue contiene; es importante mencionar que la alta concentraciéon de carbohidratos
podria provocar la inhibicion del crecimiento o bien la prolongacion de la fase de
adaptaciéon. Un comportamiento semejante se presentd empleando medio base,
siendo este un medio rico en nutrimentos complejos que son fuentes de carbono y de
energia y un complejo vitaminico que deberia favorecer y el crecimiento celular, Sin
embargo, el poco crecimiento presentado en el medio base, pudo deberse a la baja
concentracion de su fuente de carbono que es el aceite de oliva, actuando este

como reactivo limitante, alcanzando una DO a 600 nm de 4.36 + 0.03.



En medio minimo (MM) Geobacillus jurassicus present6 un considerable crecimiento,
alcanzandose una D.O de 3.77 + 0.02 respectivamente esto es debido a que G.
jurassicus es un microorganismo quimilitétrofo, por ello, es capaz de generar la
energia necesaria para llevar a cabo su metabolismo a partir de compuestos
inorgénicos, aprovechando entonces los fosfatos, sulfatos y sales contenidas en
estos medios de cultivo. Esto comprueba lo dicho por Brock, (1978) utilizando medios
de este tipo para suplir los requerimientos nutricionales del habitat natural.
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Figura 9 Cinética de crecimiento de G. jurassicus en diferentes medios
de cultivo

V.2 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Geobacillus stearothermophilus

El comportamiento de las cinéticas de crecimiento de G. stearothermophilus en los
diferentes medios de cultivo estudiados se presentan en la figura 12, observandose
mayor crecimiento en el MPL alcanzando una D.O. maxima de 24.48 + 0.3 a las 192
h de fermentacién, niveles de crecimiento microbiano (14.53 + 0.04) fueron
alcanzados en el MB a las 168 horas de la cinética. En los medios de cultivo papa
dextrosa, basal mineral y minimo, el crecimiento de G. stearothermophilus fue muy
poco alcanzandose una maxima D.O. de 2.91 £ 0.01 alas 96 h, 3.42 + 0.01 a las 144

h, 5.40 + 0.003 a las 192 h de la cinética de crecimiento; respectivamente.



La similitud del comportamiento del crecimiento entre G. jurassicus y G.
stearothermophilus en los medios de cultivo empleados puede deberse a que ambas
cepas fueron aisladas del mismo punto geogréfico, en las mismas condiciones
ambientales y fisicoquimicas, y concentraciones del lago del volcan (Meza, 2015).

El crecimiento que se observa en el MB, puede atribuirse a que estos
microorganismos aprovechan algunas de las vitaminas utilizadas en la formulacion
de este medio tal como el hierro, &cido folico y vitamina B12, las cuales favorecen el
crecimiento microbiano, segun lo reportado por Rubiano (2006).

Siendo Geobacillus un microorganismo termofilo proveniente de aguas termales, se
le atribuye que tiene un metabolismo quimiolitotréfico (Pachén, 2003), por lo que
metaboliza algunos elementos inorganicos para llevar a cabo las actividades
bioguimicas metabolicas de oxidacion del nitrégeno, hierro o azufre, los cuales son
elementos que forman parte de la composicion de los medios de cultivo estudiados
en este proyecto, el medio basal mineral y el medio minimo, utilizando como fuente
de energia KH2PO4, KoaHPO4, (NH4)2HPO4, FeSO4, (NH4)SOs y MgSOs, lo cual se
afirma con lo dicho por Winogradsky (1980), donde conceptualiza el metabolismo
guimiolitotrofico como la capacidad de desarrollo y crecimiento de un microrganismo

en un medio totalmente mineral, en el que se encuentra la sustancia inorganica

oxidable.
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Figura 10 Cinética de crecimiento de G. stearothermophilus en diferentes
medios de cultivo



Ambos microorganismos, Geobacillus jurassicus y Geobacillus stearothermophilus
presentan altas y bajas Densidades Opticas durante la evolucion del crecimiento en
los cinco distintos medio de cultivos, este comportamiento es mas evidente en los
medios MPL y MB con D.O. a 600 nm de 2.9 + 0.4 y 2.34 % 0.15 respectivamente,
esto es atribuido a la actividad metabdlica producida por los Geobacillus estudiados
en presencia del aceite de olivo (acido oleico, acido palmitico y &cido linoleico), un
triacilglicerol de cadena larga, el cual es empleado como fuente de carbono para
inducir una mayor actividad enzimética, llevando acabo las reacciones de catalisis en
las interfaces agua-aceite (Gupta et al 2004; Jaeger y Ritz, 1998). Es importante
mencionar que tanto el crecimiento como la actividad metabdlica de los Geobacillus
estan asociados directamente a los acidos grasos presentes en la membrana, ya que
el grado de saturacion de los acidos grasos o lipidos de la membrana determinan el
grado de fluidez a una determinada temperatura, puesto que el funcionamiento de la
membrana depende de la fluidez de los lipidos componentes Stanier, (1992).
Provocando asi la disponibilidad de los nutrientes de los medios empleados y
favoreciendo o no su crecimiento, asi como la sintesis de metabolitos aplicables a

distintos sectores comerciales.

V.3 Morfologia de Geobacillus jurassicus en diferentes medios de cultivo

En la figura 13 se observa claramente la influencia del medio del cultivo sobre la
morfologia microscopica a 100 X con tincion de gram de G. jurassicus. En los cinco
diferentes medios de cultivo empleados se puede observar que independientemente
del medio de cultivo donde se hizo crecer a G. jurassicus, éste presentd similitud en
la morfologia, presentandose como células en forma de baston (bacilos), las cuales
pueden estar o no unidas entre ellas, lo que concuerda con lo reportado por Labrador
(2006).

Sin embargo, la influencia del medio se ve reflejado en el tamafio de la colonia, la
movilidad, la produccion de esporas con tincion con verde malaquita, asi como en la

produccién de metabolitos dificiles de identificar durante la etapa de crecimiento



logaritmico, observdndose asi los distintos comportamientos que presenta
Geobacillus jurassicus, esto es influenciado por la composicién de los medios de
cultivo y por el estrés al que es sometido el microorganismo debido a la ausencia o el
exceso de nutrientes en los medios de cultivo (Brock, 1978).

El tamafio de G. jurassicus presentado en el medio papa-dextrosa puede deberse a
gue este microorganismo sufre una mala adaptacion al medio de cultivo inhibiéndose
la fragmentacién de las células mas no el crecimiento celular, segun lo reportado por
Pumarola (1987).

En el medio minimo se aprecia que las células se encuentran dentro de una
sustancia viscosa, probablemente puede ser debido a que este microorganismo
forma una micela en las concentraciones de aceite que pertenecen al indculo inicial,
o bien bajo estas condiciones, sintetiza un producto capaz de permitir la
sobrevivencia y su posible duplicacion de G. jurassicus gracias a que lleva acabo
reacciones de mantenimiento, para metabolizar la energia quimica y producir
metabolitos precursores que participan en las reacciones biosintéticas, que conducen
a la sintesis de compuestos denominados unidades estructurales que se polimerizan
para formar macromoléculas que luego se ensamblan en las diversas estructuras
celulares (Stanier, 1992), lo que se ve reflejado en los niveles de D.O. alcanzados en

la cinética de crecimiento.



Figura 11 Vista al microscopio a 100X de Geobacillus jurassicus cultivado en a) medio
productor de lipasas, b) medio base, c) medio papa-dextrosa, d) medio basal mineral y
e) medio minimo.

V.4 Morfologia de Geobacillus stearothermophilus en diferentes medios de

cultivo

La estructura morfolégica de G. stearothermophilus (figura 14) es muy similar al de
G. jurassicus, sin embargo, varian en la forma en la que interactian en el medio de
cultivo. En la figura 10a que corresponde a la morfologia en el MPL, se observa un
desorden estructural en el crecimiento de G. stearothermophilus, formando redes,
esto puede atribuirse a una mayor movilidad de G. stearothermophilus en
comparacion a G. jurassicus. También se puede considerar que este comportamiento
estructural, puede ser debido al empaquetamiento de los lipidos presentes en la
membrana celular, ya que en general los acidos grasos saturados presentes en la
membrana celular de microorganismos terméfilos forman enlaces hidrofébicos mucho

mas fuertes que los &cidos grasos insaturados (Roldan, 2008). Por lo que el



comportamiento de G. stearothermophilus nos puede sugerir que en su membrana
se encuentran presentes mas acidos grasos saturados que insaturados con respecto
a G. jurassicus.

La descripcion morfolégica de G. stearothermophilus en el MM es distinta a la
observada en los otros medios de cultivo, ya que en este se puede observar células
libres que se encuentran afuera de la sustancia viscosa de color verde. La presencia
de dicha sustancia se puede atribuir a que ambos microorganismos fueron sometidos
a un estrés nutricional viéndose en la necesidad de producir un agente protector,
metabolito o bien una sustancia que provocard la biodisponibilidad de los nutrientes.
A diferencia de los otros medios en donde se observa el crecimiento aglomerado de
G. stearothermophilus, en el medio mineral la presencia de células libres también
puede ser atribuido al aumento de la tension superficial provocada por la presencia
del aceite de olivo presente en el medio de cultivo o bien a una sustancia insoluble o
pocos soluble, sintetizando moléculas con propiedades tensoactivas que favorecen la
biodegradacion de los sustratos insolubles; como biosurfactantes los cuales tienen
las propiedades emulsificante y dispersante, una propiedad comuan principalmente de

hongos y bacterias termofilas segun lo reportado por Suppaphot et al., (2011).



Figura 12 Vista al microscopio a 100X de Geobacillus stearothermophilus cultivado
en a) medio productor de lipasas, b) medio base, ¢) medio papa-dextrosa, d) medio
basal mineral y €) medio minimo

V.4 lIdentificacion de la actividad enzimatica de G. jurassicus y G.
stearothermophilus empleando medios especificos

Con la finalidad de identificar el posible potencial biotecnoldégico de ambas cepas de
Geobacillus aisladas del volcan “El Chichon” se determiné su capacidad para
producir enzimas extracelulares en diferentes medios de cultivo especificos (cuadros
3,4,5, 6y 7), empleando una técnica de siembra puntual con micropipeta marca
eppendorf (20-200 pL), esto debido a que fue la mejor técnica en pruebas
preliminares. En general, las enzimas excretadas en los distintos medios de cultivo
por los Geobacillus estudiados, dependen de la composicion base del medio y se
evidencia su presencia al formarse un halo alrededor de la colonia crecida en el

medio suplementado con sustratos especificos, no se realizaron analisis cuantitativo



en este procedimiento, ya que los halos evidenciados se presentan de manera
amorfa que impide una medicion exacta y precisa, esto debido a la caracteristica de
crecimiento disperso de ambos Geobacillus.

En el MPL (cuadro 3) los dos microorganismos de Geobacillus estudiados fueron
capaces de hidrolizar el almidén y la galactosa, lo que indica que son productoras de
amilasa y galactoquinasas y/o galactosa 1-P uridil transferasa (Holton, 2001),
respectivamente, mientras que sélo G. jurassicus presenté actividad celulasa y
glucosidasa que hidroliza la celulosa y la celobiosa respectivamente. Los sustratos
de caseina, arabinosa y xilosa fueron hidrolizados solo por G. stearothermophilus, lo
gue evidencia la capacidad de este microrganismo en producir enzimas con actividad
proteasa respectivamente, resultados similares fueron reportados por Atlas y Bartha
(1993) quienes mencionan que microorganismos del género Geobacilllus son
capaces de producir enzimas proteasas Y lipasas cuando se hace crecer en medios
suplementados con el sustrato especifico, siendo esta una caracteristica de los
microorganismos termdfilos. De igual manera Nazina et al., (2005) evidenciaron la

capacidad de los Geobacillus en producir enzimas amilasas.

Cuadro 3. Identificacion de la actividad enzimatica extracelular en el MPL

Sustrato Enzima G. jurassicus G. stearothermophilus
Almidon Amilasa + +
Sacarosa Sacarasa - -
Galactosa Galactoquinasa + +
Celulosa Celulasa + -
Pectina Pectinasa - -
Caseina Caseinasa - +
Arabinosa L-Arabinosa - +
isomerasa
Xilosa Xilosa Isomerasa - +
Celobiosa B-glucosidasa i -




Cuadro 4. ldentificacion de la actividad enziméatica extracelular en MB

Sustrato Enzima G. jurassicus G. stearothermophilus
Almidon Amilasa + +
Sacarosa Sacarasa + -
Galactosa Galactoquinasa - -
Celulosa Celulasa + -
Pectina Pectinasa + -
Caseina Caseinasa W+ =5
Arabinosa L-Arabinosa + +
iIsomerasa
Xilosa Xilosa Isomerasa - +
Celobiosa B-glucosidasa + -

En los MPL y MB (cuadro 3 y 4) suplementados con los nueve distintos sustratos
especificos adicionados individualmente, ambos Geobacillus jurassicus y Geobacillus
stearothermophilus, fueron capaces de producir diferentes actividades enzimaticas,
esto puede ser atribuido a que las células se aprovechan de la catalisis especifica
para canalizar las sustancias hacia rutas metabdlicas que le son de utilidad como la

oxidacion de acidos grasos y ciclo de acidos carboxilicos. (Mathews, 2002).

Al analizar los resultados de capacidad enziméatica extracelular obtenido empleando
el medio de cultivo papa dextrosa (cuadro 5), se observé que no hubo crecimiento de
ambos Geobacillus en las cajas Petri con sustrato especifico; sin embargo, hubo la
formacion de halo (Anexo 6 y 7), lo cual es indicativo de la presencia de la respectiva
actividad enzimatica; afirmando con estos resultados la sintesis de amilasas por
ambas cepas de Geobacillus estudiadas, resultados similares fueron reportados por
Nazina (2005). Sin embargo, Pal y KUndu (1978), mencionaron que los azucares
pueden influir de manera favorable como en contra en la produccion de enzimas, ya
gue se puede llevar a cabo una regulacién catabdlica por alta concentracién de
glucosa proveniente de la hidrolisis de almidén, reprimiendo la catélisis de otras

fuentes de carbono como galactosa, arabinosa, etc.




Cuadro 5. Identificacion de la actividad enziméatica extracelular en PDA con sustratos

especificos
Sustrato Enzima G. jurassicus G.stearothermophilus
Almidon Amilasas + +
Sacarosa Sacarasa - -
Galactosa Galactoquinasa - -
Celulosa Celulasa - -
Pectina Pectinasa - -
Caseina Caseinasa - -
Arabinosa L-Arabinosa - -
iIsomerasa
Xilosa Xilosa Isomerasa - -
Celobiosa B-glucosidasa - -

Los resultados de las actividades enzimaticas excretadas por los Geobacillus en los
dos medios minerales estudiados, MM y MBM, se presentan en los cuadros 6 y 7
respectivamente. La presencia de actividad amilasa y proteasa fue posible identificar
en el MM (cuadro 6), al observarse la formacion de un halo alrededor de la colonia de
G. jurassicus cuando el medio de cultivo fue suplementado con almidon o caseina
respectivamente. Mientras que G. stearothermophilus adicionalmente también
presentd actividad pectinasa y p-1,4 glucosidasa al hidrolizar los sustratos

especificos de pectina y celobiosa respectivamente.



Cuadro 6. ldentificacion de la actividad enziméatica extracelular en MM

Sustrato Enzima G. jurassicus G. stearothermophilus
Almidon Amilasa + +
Sacarosa Sacarasa - -
Galactosa Galactoquinasa - -
Celulosa Celulasa - -
Pectina Pectinasa - +
Caseina Caseinasa W+ =5
Arabinosa L-Arabinosa - -
iIsomerasa
Xilosa Xilosa Isomerasa - -
Celobiosa B-glucosidasa - +

En el medio basal mineral (cuadro 7) solo fue posible identificar la presencia de la
actividad amilasa al formarse un halo alrededor de la colonia de ambos Geobacillus
en las cajas Petri suplementadas con almidon, los demas sustratos especificos no
fueron hidrolizados por lo que en este medio de cultivo no se evidencian otras

enzimas extracelulares.

Los resultados obtenidos en ambos medios minerales estudiados son atribuidos a la
composicion de ambos medios de cultivo, los cuales sus componentes se basan en
compuestos inorganicos, ya que como se ha hecho mencion estos son
microorganismos quimiolitotrofos; sin embargo, el medio minimo contiene FeSO4, en
donde el Fe*? puede actuar como cofactor para favorecer el crecimiento microbiano,
al mismo tiempo que puede actuar como una metaloenzima como reactivo redox
(Mathews, 2002). La energia obtenida de los procesos oxidativos es utilizada para la
fijacion de carbono o incorporacion de compuestos organicos, el mantenimiento
celular y el crecimiento microbiano segun lo establecido por Winogradsky a principios
del siglo XX. Empleando asi los electrones generados en la produccion de ATP,

durante el ciclo de Calvin. Estos fendbmenos metabdlicos son caracteristicos de



microorganismos termdofilos aislados de fuentes termales y volcanicas, por lo que las
enzimas excretadas en estos medios de cultivos pueden tener aplicacion en la

industria minera.

Cuadro 7. Identificacion de la actividad enzimatica extracelular en MBM

Sustrato Enzima G. jurassicus | G. stearothermophilus
Almidon Amilasa + +
Sacarosa Sacarasa - -
Galactosa Galactoquinasa - -
Celulosa Celulasa - -
Pectina Pectinasa - -
Caseina Caseinasa - -
Arabinosa L-Arabinosa - -
iIsomerasa
Xilosa Xilosa Isomerasa - -
Celobiosa B-glucosidasa - -

La sintesis de enzimas termoestables producidas por ambas cepas de Geobacillus
bajo las mismas condiciones de incubacion de temperatura y agitacion, se ve
afectada principalmente por la composicion de los medios base empleados, hay
referencias publicadas tales como las de Cann et al., (2001), Edwards et al., (1990)
en donde se menciona que la mayoria de los microorganismos termofilos estudiados
tienen la capacidad de utilizar como fuente de carbono polimeros de carbohidratos
tales como el xilano, la celulosa, el acido poligalacturénico, el almidén y la lignina.

Por otro lado, un factor importante, reflejado en los resultados obtenidos en esta
investigacion, es la temperatura en la que se llevaron a cabo las incubaciones de
ambos Geobacillus aislados del volcan “El Chichén” la cual fue de 71.2°C, ya que
Nazina (2001) reporta como temperatura 6ptima para ambas cepas un rango de 55-
60°C, en donde evidenci6 también la presencia de actividad enzimatica

galactoquinasa y B-1,4 glucosidasa que transfiere el grupo fosfato e hidroliza la




celulosa a monosacaridos, respectivamente para llevar a cabo el metabolismo, esto
empleando como medio base un medio nutritivo, suplementado con estos sustratos.
La termoestabilidad de las enzimas de estos microorganismos depende de las
fuerzas que estabilizan las proteinas (Singleton et al., 1973; Stellwagen, 1978); estas
fuerzas incluyen puentes de hidrogeno, interacciones hidrofébicos, enlaces idnicos,
enlaces a metales y puentes disulfuro.

Los microorganismos termafilos como los Geobacillus; producen enzimas que no son
desnaturalizadas a altas temperaturas; esto ha sido atribuido a la sustitucion de uno
0 mas aminodacidos de la molécula de enzima, lo que permite que esta resista los
efectos desnaturalizantes del calor. Adicionalmente, la maquinaria de sintesis de
proteinas y las membranas celulares de este tipo de microorganismos son

igualmente estables frente a altas temperaturas (Atlas, 1993).

V.5 Identificacion de la actividad enziméatica de G. jurassicus y G.
stearothermophilus empleando el kit Api Zym

Los resultados del kit Api Zym (cuadro 8) permitieron reafirmar la capacidad que
tienen ambas cepas de Geobacillus aisladas del volcan “El Chichdén” para la
produccion de enzimas de tipo lipasas y esterasas clasificadas dentro de la clase de
las hidrolasas. Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces
éster presentes en los acilgliceridos in vivo, ademas pueden catalizar la hidrolisis o
sintesis de un grupo amplio de esteres carboxilicos.

Ambos Geobacillus resultaron negativos para la prueba de actividad enzimatica
proteasa identificado mediante las enzimas tripsina y a-quimiotripsina (Barret et al,
2004).

Ademas de que los resultados del kit Api-Zym permitieron evidenciar la presencia o
ausencia de la actividad de las enzimas antes mencionadas, otras actividades
enzimaticas identificadas y que resultaron positivas (cuadro 8) fueron la fosfatasa

alcalina, fosfatasa &cida, a-galactosidasa, p-galactosidasa, a-glucosidasa, o-

manosidasa, a-fucosidasa para ambos Geobacillus.



La fosfatasa alcalina y acida, permite la hidrolisis del enlace éster fosférico entre el
grupo orgéanico y un grupo fosforilo a pH alcalino o acido respectivamente, liberando
el grupo fosfato al medio, dejando asi la cadena de glicerol y las cadenas de acidos
grasos intactos, posteriormente mediante la accion de las enzimas esterasa C4,
esterasa lipasa C8, lipasa C14, se lleva a cabo la ruptura del enlace éster que une al
glicerol con las cadenas de &cidos grasos de C4 a C14, siendo la lipasa C14 la que
cuenta con mayor estabilidad a altas temperaturas, pH y solventes organicos,
ademas de que son especificas para acilgliceroles con acidos grasos de cadena
larga (Arping y Jaeger, 1999).

La sintesis de a-glucosidasa permite la degradacion del almidén, esta es una enzima
desramificante que actia sobre los enlaces a-(1-6)-glucosidicos, exponiendo un
nuevo grupo de ramificaciones con enlace a-(1-4) (Mathews, 2002), por lo que
ambas cepas son degradadoras de almiddn, resultado reflejado en los cuadros 3, 4,
5, 6 y 7 de la actividad enzimatica en los diferentes medios de cultivo sélido.

Las enzimas a-manosidasa y a- fucosidasa son enzimas degradadoras de glucidos o
carbohidratos; tales como la sacarosa, almidén, celulosa, arabinosa y xilosa (Van
Wormhoudt, 1980), resultado positivo en este estudio (cuadro 8) para ambos
Geobacillus aislados del volcan “El Chichén” mediante el analisis del kit Api-ZYM en
donde el sustrato activo fue el 6-Br-2-naftil-aD-manopiranosido y 2-naftil-al-

fucopiranosido, respectivamente.



Cuadro 8. Identificacion de las actividades enzimaticas empleando el KIT API-ZYM

N° Enzima estudiada G. jurassicus G. stearothermophilus
1 CONTROL

2 Fosfatasa alcalina Positivo Positivo
3 Esterasa (C4) Positivo Positivo
4 Esterasa lipasa (C8) Positivo Positivo
5 Lipasa (C14) Positivo Positivo
6 Leucina arilamidasa Negativo Negativo
7 Valina arilamidasa Negativo Negativo
8 Cistina arilamidasa Negativo Negativo
9 Tripsina Negativo Negativo
10 a-quimotripsina Negativo Negativo
11 Fosfatasa acida Positivo Positivo
12 Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa Negativo Negativo
13 a-galactosidasa Positivo Positivo
14 B—galactosidasa Positivo Positivo
15 B-glucuronidasa Negativo Negativo
16 a-glucosidasa Positivo Positivo
17 B-glucosidasa Positivo Positivo
18 N-acétil-B-glucosaminidasa Negativo Negativo
19 a-mannosidasa Positivo Positivo
20 a-fucosidasa Positivo Positivo

Con base a los resultados obtenidos con el Kit Api Zym todas las enzimas que
resultaron positivas pertenecen a la clase de las hidrolasas. Las enzimas hidrolasas
son las de mayor importancia y aplicacion en diferentes industrias tales como la de
detergente, alimentos, farmacéuticas, etc. Cabe resaltar la importancia en alimentos
de las lipasas, ya que el uso de estas enzimas mejora el proceso de elaboracién del
pan, el sabor, la textura de la masa y la calidad de la corteza (Garcia, 2015). Asi
también, las lipasas tienen aplicacion en la produccion de aceites con baja
proporcion de grasas trans (Rivera, 2007), aditivos alimentarios en la modificacion
del sabor (Burket, 2004).



Las enzimas fosfatasas se han utilizado en estudios de calidad como un indicador de
la eficiencia en la pasteurizacion de la leche, pues la presencia y metabolismo
microbiano de bacterias de alta resistencia térmica como Mycobacterium
tuberculosis, se interrumpe a temperaturas por encima de los 70°C (Barcena-Ruiz et
al., 2007), asi como en la respuesta y rendimiento del maiz, tras la exposicién de
este cultivo a fertilizantes y abonos (Alvarez-Solis, 2010), en varios estudios se ha
reportado que el perfil nutrimental de algunos alimentos modifica la expresion y
actividad de las fosfatasas, como es el caso de la respuesta diferencial al consumo
de aceites de soya, coco, palma y pescado en ratas sanas (Wahnon et al., 1992).

Las enzimas glucosidasas en la industria alimentaria se emplean para la clarificacion
de zumos de frutas o vegetales, en productos horneados (panaderia y pasteleria) o
bien en la elaboracion de la cerveza (Garcia, 2015).



VI. CONCLUSIONES

La composicion del medio de cultivo influyé significativamente en el
crecimiento microbiano, asi como en la morfologia microscépica de los
Geobacillus aislados del volcan “El Chichén”.

El medio productor de lipasas (MB) y el medio base (MB) fueron los mejores
para el crecimiento de Geobacillus jurassicus y Geobacillus
stearothermophilus..

Las dos bacterias termdfilas aisladas del volcan “El Chichon”, Geobacillus
jurassicus y Geobacillus stereathermophilus, tienen la capacidad de sintetizar
enzimas termofilas hidroliticas de importancia industrial bajo condiciones

nutricionales y de incubacion adecuadas.



RECOMENDACIONES

e Optimizar la técnica de siembra en medios solidos para ambas cepas de
Geobacillus.

e |dentificar la temperatura y pH éptimo para la produccion méaxima de enzimas.

e Realizar andlisis cuantitativo de la produccion de enzimas en los medios de

cultivo empleados en este estudio.

e Evaluar el crecimiento de ambas cepas de Geobacillus a nivel fermentador de

tanque agitado, bajo distintas condiciones de operacion.
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VIl. ANEXOS

Anexos 1 .- Cinética de crecimiento de Geobacillus jurassicus y Geobacillus
stearothermophilus

5

a) Matraces con medio control a 1)PDA 2)Basal 3) Medio base 4) MPL 5) Minimo de
izquierda a derecha.

=3

-~

b) Medios de cultivos con Geobacillus stearothermophilus a 192 hrs. de cinética
1)MPL 2)Medio base 3) PDA 4) Minimo 5) Basal mineral de izquierda a derecha

c) Medios de cultivo con Geobacillus jurassicus a 192 hrs. de cinetica 1)MPL 2)
Medio base 3) PDA 4) Medio basal 5) Medio minimo



Anexos 2 Evaluacion de actividad enzimatica en MPL de Geobacillus jurassicus

a)G.jurassicus en MPL con almidon b)G.jurassicus en MPL con Celobiosa

c)G.jurassicus en MPI con celulosa d) G.jurassicus en MPL con galactosa



Anexos 3 . Evaluacion de actividad enzimética de G.stearothermophilus en MPL

b)G.stearothermophilus en MPL con almidon c) G.stearothermphilus en MPL con

d) G.stearothermophilus en MPL con

caseina e) G. stearothermophilus en
MPL con caseina y teflido con Rojo
congo al 1% para identificacion de halo




f) G.stearothermophilus en MPL con galactosa y g) xilosa




Anexos 4 Evaluacion de actividad enzimatica de G.jurassicus en Medio Base

a) Medio Base con almidon b) Medio base con arabinosa

C ) Medio base con caseina/tincién con Rojo congo se observa un halo



Anexos 5 . Evaluacion de actividad enzimética de G.stearothermophilus en medio

base

b) Medio Base con arabinosa



c) Medio Base con caseina



Anexos 6 Evaluacion de actividad enzimatica de G.jurassicus en Medio Papa-

dextrosa

Anexos 7 Evaluacion de actividad enzimatica de G.stearothermophilus en medio

. 7z

Papa-dextrosa gai



Anexos 8 Evaluacion de actividad enzimatica de G. jurassicus en medio minimo

a) G. jurassicus en Medio minimo con almidén

b) G. jurassicus en Medio minimo con caseina



Anexos 9 Evaluacion de actividad enzimatica de G.stearothermophilus en medio

minimo

a) G. stearothermophilus en Medio minimo con almidén

b) G.stearothermophilus en Medio minimo con caseina



Anexos 10 Evaluacion de actividad enzimatica de G.jurassicus en Medio Basal

mineral con almidén.

Anexos 11 Evaluacion de actividad enzimatica de G.stearothermophilus en Medio
Basal Mineral con almidén




Anexos 12 Evaluacion de actividad enzimética empleando Kit api-Zym
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Anexos 13 Pruebas bioquimicas empleando Kit api- 20E



Anexo 12. Interpretacion de resultados para pruebas bioquimicas con Kit Api-20 E

Prueba Reaccion / Enzimas G.jurassicus G.stearothermophilus
ONPG Beta-galactosidasa Negativo Negativo
ADH Arginina deshidrolasa Negativo Negativo
LDC Lisina descarboxilasa Negativo Negativo
ODC  Ornitina descarboxilasa Negativo Negativo

CIT Utilizacion del citrato Negativo Negativo

H2S Produccion de H2 S Negativo Negativo

URE Ureasa Negativo Negativo

TDA Triptofano desaminasa Negativo Negativo

IND Produccion de indol Positivo positivo

VP Produccion de acetoina Positivo Positivo

(Voges-Proskauer)

GEL Gelatinasa Negativo Negativo

GLU Fermentacidén/oxidacion Negativo Negativo
de glucosa

MAN Fermentacmn/pmdacmn Negativo Negativo
de manitol

INO Fermentaqon/pmdauon Negativo Negativo
de inositol

SOR FermentaC|on/FJX|daC|on Negativo Negativo
de sorbitol

RHA Fermentacidn/oxidacion Negativo Negativo
de ramnosa

SAC Fermentacidén/oxidacion Negativo Negativo
de sacarosa

MEL Fermentamon/qmdamon Negativo Negativo

de melobiosa
AMY Fermentam_on/ox.ldacmn Negativo Negativo
de amigdalina
Fermentacion/oxidacion : .
ARA Negativo Negativo

de arabinosa




Anexos 14 Identificacion de metabolito con actividad biosurfactante extraido de cada
medio de cultivo empleado con inoculo de G.jurassicus y G.stearothermophilus

Actividad biosurfactante de 1) G.stearothermophilus en MPL 2)G. jurassicus en MPL
3) G.jurassicus en medio PD 4) G.stearothermophilus en medio PD 5) G.jurassicus
en medio base 6)G.stearothermophilus en medio base 7)G.jurassicus en medio
Minimo 8) G.stearothermophilus en medio minimo 9)G.jurassicus en medio basal
mineral 10) G.stearothermophilus en medio basal mineral de izquierda a derecha.



