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PROLOGO

Las ciencias biologicas abarcan diferentes disciplinas, entre ellas la medicina, la
epidemiologia, la biotecnologia y hasta el medio ambiente; que se relacionan con otras
ciencias que estudian la salud como la antropologia médica. Estas aportan las bases
cientificas para el mejoramiento de la vida y la salud. En la actualidad, hay un gran
interés sobre nuevas investigaciones en ciencias biolégicas que ayudan a contestar
diferentes inquietudes ocurridas en la vida cotidiana. En este libro, constituido por
16 capitulos, se enfoca en las disciplinas de la salud, la disciplina biotecnoldgica y la
disciplina del medio ambiente.

En la disciplina “Salud y Practicas”, dos articulos estan vinculados a desafios para
los profesionales de la salud, uno sobre el manejo de la muerte y otro sobre la maternidad
transnacional, en sus aspectos psicosociales y culturales. Estos trabajos son importantes
porque demuestran la importancia de actitudes de humanizaciéon y empatia por parte
de los profesionales de la salud, como parte de sus habilidades y competencias para un
abordaje profesional de la muerte y de la maternidad transnacional.

Por otro lado, capitulos que abordan sobre el tépico neurolégico estan incluidos
en esta area: uno de ellos esta dirigido a los nifios sordos y la aportacion del sentido
de su vista para el mejoramiento de su salud, y el otro articulo esta relacionado con los
masajes para el tratamiento de los pacientes con lumbalgia y ciatalgia. Finalizan esta
seccion trabajos sobre la rehabilitacion motora para los pacientes con enfermedad de
Huntington, asi como un articulo sobre la cadencia musical en la hidrogimnasia y un
estudio relacionado con el uso de cannabis para el tratamiento de las enfermedades
cronicas. Sin duda, estas aportaciones son de gran interés para el area de la salud.

Un estudio de epidemiologia sobre la enfermedad de Chagas en mujeres de edad
fértil en el Centro de Atencion Primaria de la Salud, en la Canada (Argentina), demuestra
que en algunos lugares la prevalencia de esta enfermedad es alta.

En biotecnologia se reportan capitulos sobre el impacto de la malta hacia la
actividad de proteasas, la produccion de proteina de forraje en Clitoria spp, el aislamiento
de bacterias celuloliticas y xilanoliticas en Cachiyacu de Lupuna en Peru, y por ultimo
una evaluacion del efecto gastroprotector de Anacyclus radiatus. Estos trabajos aportan
investigacion nueva sobre aspectos biotecnoldgicos.

En la parte del medio ambiente, un estudio enfocado sobre la relacion del cobre
con la fotosintesis de microalgas, otro capitulo sobre control biologico de Spodoptera
sp. y dos trabajos sobre el uso de sensores remotos y aplicacion en lagos de Chile y la
identificacion de toxicos en efluentes urbanos.

El libro esta dirigido a la comunidad médica y cientifica que aporta informacion
relevante en el area de ciencias bioldgicas; el lector puede tener una vision general de
la investigacion de estas areas y comprender la complejidad y diversidad de topicos
relacionados con la biologia y la salud.

Juan Carlos Cancino-Diaz
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RESUMEN: Este estudio tuvo como objetivo
aislar y caracterizar bacterias productoras
de celulasas y/o xilanasas de las salinas
de Cachiyacu de Lupuna. La evaluacion
de la produccion de celulasas y xilanasas
se realizdo utilizando medios de cultivo
suplementados con carboximentilcelulosa
al 05% y xilano al 1%, respectivamente.
Luego se realizaron pruebas fisiologicas,
bioguimicas y nutricionales a los aislados
que hidrolizaron carboximentilcelulosa y/o
xilano. Ademas, se evalud la produccion de
otras enzimas hidroliticas con sustratos como
almidon, tween 80 y skim milk. Se obtuvieron
141 bacterias, de las cuales 18 aislados
hidrolizaron carboximetilcelulosa, 14 aislados
hidrolizaron xilano y un aislado hidrolizo
ambos sustratos. El 7419% (23/31) de los
aislados son Gram positivos, el 32.25% (10/31)
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crece en un rango de NaCl entre 0.5y 20.0%
y el 19.35% (6/31) en un rango de pH entre 6 y
9. En cuanto a la produccion de otras enzimas
hidroliticas, el 35.48% (11/31) de los aislados
presentaron actividad amilolitica, el 25.80%
(8/31) actividad lipolitica y el 32.25% (10/31)
actividad proteolitica. Las bacterias aisladas
son fuentes para la produccion de celulasas
y xilanasas con gran potencial biotecnologico.
PALABRAS CLAVES: Celulasas. Xilanasas.
Bacterias halotolerantes.

CELLULOLYTIC AND XYLANOLYTIC
BACTERIA ISOLATED FROM CACHIYACU
OF LUPUNA SALTERNS IN PERU

ABSTRACT: This study aimed to isolate
and characterize bacteria that produce
cellulases and/or xylanases from Cachiyacu
of Lupuna salterns. The evaluation of
cellulases and xylanases production was
made with culture media supplemented with
0.5% carboxymentyl cellulose and 1% xylan,
respectively. Physiological, biochemical and
nutritional tests were made on the isolates
that hydrolyzed carboxymentyl cellulose
and/or xylan. In addition, the production of
other hydrolytic enzymes was evaluated with
substrates such as starch, tween 80 and skim
milk. 141 bacteria were obtained, of which 18
isolates hydrolyzed carboxymethyl cellulose,
14 isolates hydrolyzed xylan, and one isolate
hydrolyzed both substrates. The 7419%
(23/31) of the isolates are Gram positive,
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32.25% (10/31) grow in a range of NaCl between 0.5 and 20.0% and 19.35% (6/31) in a
range of pH between 6 and 9. Regarding the production of other hydrolytic enzymes the
35.48% (11/31) of the isolates amylolytic activity show, 25.80% (8/31) lipolytic activity and
32.25% (10/31) proteolytic activity. The bacteria isolated are sources for the production of
cellulases and xylanases with have great biotechnological potential.

KEYWORDS: Cellulases. Xylanases. Halotolerant bacteria.

1INTRODUCCION

Las celulasas son enzimas que participan en la hidrolisis de los enlaces glicosidicos
B-1,4 presentes en la celulosa y se clasifican en tres grupos: Endocelulasas, exocelulasas
y B-glucosidasas. Los géneros bacterianos productores de celulasas reportados en
diversos estudios son: Acinetobacter, Bacillus, Bactreiodes, Cellulomonas, Cellvibrio,
Eubacterium, Geobacillus, Microbispora, Paenibacillus, Pseudomonas, Salinivibrio
Rhodothermus, Acetivibrio, Clostridium, Erwinia, Thermobispora, Ruminococcus,
Streptomyces, Thermonospora, Thermobifida, Kallotenue, Ornatilinea, Alicyclobacillus,
Anaerobacterium, Caldicellulosiruptor, Herbinix, Siphonobacter, Cellulosimicrobium,
Paracoccus, Ochrobactrumy Oricola (Menéndez et al., 2015). Estas enzimas son utilizadas
en el procesamiento del algodon, la industria alimentaria, la industria de lavanderia y
detergentes, la industria textil, la industria del papel, la produccion de biocombustibles, la
agricultura y la medicina (Menéndez et al., 2015; Jayasekara y Ratnayake, 2019).

En cuanto a las xilanasas son un grupo de enzimas que actian en conjunto y
sinérgicamente para degradar el xilano en azucares simples. Los géneros bacterianos
productores de xilanasas son Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus, Staphylococcus,
Paenibacillus, Arthrobacter, Microbacterium, Pseudoxanthomonas y Rhodothermus
(Chakdar et al., 2016). Las xilanasas son aplicadas en la industria del papel, la industria
alimentaria, en la recuperacion de azucares de los residuos agricolas para la produccion
de biocombustibles y la industria farmacéutica (Chakdar et al., 2016).

La importancia de sus aplicaciones ha llevado a la busqueda de bacterias nativas
productoras de celulasas y/o xilanasas, a mejoras en la produccion y la purificacion
de estas enzimas, algunos trabajos relacionados a la busqueda y caracterizacion de
bacterias celuloliticas y/o xilanoliticas realizados son los siguientes:

Makhdoumi et al. (2011) Caracterizaron microorganismos haléfilos de ambientes
hipersalinos del desierto de Iran que presentaron diversas actividades hidroliticas.
La actividad celulolitica y xilanolitica fue evaluada en medios de cultivo sdélidos con
carboximetilcelulosa 0.5% y xilano 1% respectivamente. Para la caracterizacion molecular

amplificaron los genes ribosdmicos 16S. De un total de 293 aislados 7 hidrolizaron
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carboximentilcelulosa y un aislado el xilano. Los géneros encontrados fueron Halorubrum,
Haloarcula, Natrinema, Halovivax y Natronomonas.

Attriy Garg (2014) Aislaron y caracterizaron bacterias de residuos agroindustriales
de naranja y avena. La actividad celulolitica y xilanolitica fue evaluada con celulosa al
0.25% y xilano al 0.25% respectivamente, para revelar las placas y observar los halos
de hidrdlisis utilizaron una solucion de rojo de Congo al 0.5%. De un total de 33 aislados
bacterianos 10 aislados hidrolizaron xilano y 12 celulosa.

Viteri et al. (2016) Aislaron y caracterizaron bacterias de muestras de suelo de
bosques nativos y fincas productoras de cereales. De los 97 aislados 20 mostraron
halos de hidrdlisis al ser cultivados en medios suplementados con carboximentilcelulosa
utilizando la prueba del rojo Congo. Los géneros con actividad celulolitica reportados en
este estudio son: Bacillus, Pseudomonas y Erwinia.

Zerva et al. (2019) Estudiaron la diversidad y el potencial biotecnoldgico de los
microorganismos presentes en los residuos del procesamiento de la naranja. Aislaron
un total de 24 cepas microbianas usando medios de cultivo sdélido donde el xilano fue
la Unica fuente de carbono y energia. Los aislados microbianos que presentaron la
mayor actividad xilanolitica mostraron una gran similitud filogenética con Pseudomonas
psychrotolerans y P. oryzihabitans.

Ruginescu et al. (2020) Realizaron un estudio de bioprospeccion de nuevas fuentes
halofilicas y halotolerantes de enzimas hidroliticas en lagos salados de Rumania. Aislaron
182 bacterias, 22 arqueas y 40 hongos haciendo un total de 240 microorganismos. Se
cultivaron estos aislados en medios especificos para evaluar la produccion de proteasas,
lipasas, amilasas, celulasas, xilanasas y pectinasas. Para la evaluacion de celulasas
y xilanasas utilizaron como sustratos carboximetilcelulosa y xilano respectivamente.
Ademas, realizaron el estudio filogenético de aislados bacterianos y arqueas mediante
métodos moleculares. De los 182 aislados bacterianos 53 fueron productores de xilanasa
y 34 productores de celulasa.

Chantarasiri (2021) Aislé 83 bacterias de muestras de agua del lago Tonle
Sap ubicado en Camboya. Luego de cultivar estos aislados bacterianos en agar
carboximetilcelulosa como unica fuente de carbono selecciond 14 aislados bacterianos
diferentes con actividad celulolitica. Para la caracterizacion molecular amplifico los
genes ribosomicos 16S. Los géneros encontrados fueron: Aeromonas del Phylum
Proteobacteria, Bacillus del Phylum Firmicutes y Exiguobacterium del Phylum Firmicutes
con 98-99% de identidad.
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En este contexto, el presente estudio esta orientado a la caracterizacion de
bacterias nativas con actividad celulolitica y/o xilanolitica aisladas de las salinas de
Chachiyacu de Lupuna ya que la gran ventaja de las celulasas y xilanasas provenientes
de estos microorganismos es su estabilidad en condiciones extremas como elevadas

concentraciones de sal, altas temperaturas y gran actividad en un rango variable de pH.

2 METODOLOGIA
21 RECOLECCION DE MUESTRAS:

Se recolectaron muestras de lodos en frascos estériles de cuatro puntos
equidistantes de las salinas de Cachiyacu de Lupuna ubicadas en la provincia de Tocache,
departamento de San Martin. Los puntos de muestreo se denominaron como A, B, Cy D.
Al momento de la recoleccion se tomaron datos de la temperatura y el pH. Los frascos
con las muestras se transportaron en frio en una caja hermética para su estudio y analisis
en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

2.2 AISLAMIENTO DE BACTERIAS:

Para el aislamiento de las bacterias a partir de las muestras recolectadas se
utilizaron medios de cultivo con agua de sales (SW) al 7.5%, extracto de levadura al
0.5% y agar al 1.5%. El agua de sales al 7.5% (g/L) contiene: NaCl 60.0, MgCl..6H,O 7.5,
MgSO0,.7H,0 8.75, KCI 1.75, NaBr 0.2, NaHCO, 0.05 y CaCl,.2H,0 0125. Para estabilizar
a los aislados se realizaron 3 pasajes utilizando medios sélidos y liquidos (Chavez, 2010).
Finalmente, los aislados fueron cultivados en medio SW al 7.5% suplementado con glicerol
al 20% y conservados a -20°C.

2.3 SELECCION DE BACTERIAS CON ACTIVIDAD CELULOLITICA Y/O XILANOLITICA:

Se cultivaron todas las bacterias aisladas en medios sdlidos con
carboximetilcelulosa al 0.5% y xilano al 1% a 37°C por 48 horas, luego de este periodo
se adiciond una solucion de rojo de Congo al 0.5% a las placas de cultivo, tomando como
positivo a la formacién de halos de hidrolisis (Tether y Wood, 1982; Attriy Garg, 2014). Para
una mejor visualizacion de los halos se adiciond una solucion diluida de acido acético. Las
bacterias que resultaron positivas a una o ambas pruebas fueron seleccionadas para

realizar la caracterizacion fenotipica.
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2.4 CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS CON ACTIVIDAD CELULOLITICA Y/O
XILANOLITICA:

Enla evaluacion macroscoépica se realizé una descripcion detallada de lamorfologia,
color y tamafo de las colonias. En la parte microscopica se realizé la tinciéon Gram.

Para las pruebas fisioldgicas se realiz6 la evaluacion de los siguientes parametros
utilizando medios de cultivo con agua de sales (SW) y extracto de levadura al 0.5%:
Concentracion de sales, temperatura y pH.

Se realizé la prueba de catalasa, fermentacion de azucares como glucosa,
fructosa, sacarosa y lactosa. También se evaluaron la produccion de otras hidrolasas
utilizando los siguientes sustratos: Tween 80, se cultivaron los aislados en medio solido
con agua de sales (SW) al 7.5% y tween 80 al 1% a 37°C por 48 horas. Se considerd
resultado positivo a la formacion de halos de precipitacion alrededor de las colonias
(Cojoc et al., 2009; Chavez, 2010). Almiddn, se cultivaron los aislados en agar almidon
con agua de sales (SW) al 7.5% a 37°C por 48 horas y se revelaron con una solucion de
Lugol. Se considerd resultado positivo a la formacién de halos alrededor de las colonias
que indican hidrdlisis del almidon (Cojoc et al., 2009; Rohban et al., 2009). Skim milk, se
cultivaron los aislados en medio solido con agua de sales (SW) al 7.5% y skim milk al 2%
a 379C por 48 horas. Se considero resultado positivo a la formacion de halos traslicidos
alrededor de las colonias (Hairong et al., 2007; Rohban et al., 2009). O-nitrofenil-B-D-
galactopiranésido (ONPG), la produccion de B-galactosidasa se determiné cultivando las
bacterias en medio liquido SW al 7.5% suplementado con extracto de levadura y lactosa
a 37°C por 24 horas. Luego de este tiempo, se centrifugd 1mL del cultivo, se anadié a las
células tampon PBS, los discos de ONPG y se incubo a 37°C por 6 horas. La coloracion

amarilla del medio se reportd como resultado positivo (Chavez, 2010).

3 RESULTADOS
31 AISLAMIENTO DE BACTERIAS:

Se aislaron 141 bacterias con caracteristicas en la formacion de colonias
diferentes tanto en el color, tamano, consistencia y borde. Con respecto a los colores se
observaron colonias amarillas, blancas, cremas y anaranjadas, en cuanto al tamafo se
aislaron colonias grandes (mayor a 3 mm), medianas (entre 1y 3 mm) y pequefias (menor
a 1 mm), ademas se observaron colonias con bordes irregulares y otras con borde liso

(Figura 1).
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Figura 1. Colonias bacterianas aisladas de las Salinas de Cachiyacu de Lupuna.

3.2 SELECCION DE BACTERIAS CON ACTIVIDAD CELULOLITICA Y XILANOLITICA:

Los 141 aislados fueron cultivados en medios especificos como agar
carboximetilcelulosa al 0.5% y agar xilano al 1%. Después de 48 horas de incubacion se
observo que el 12.76% (18/141) de los aislados hidrolizaron carboximetilcelulosa lo cual
fue evidenciado por la formacion de halos luego de adicionar a las placas de cultivo una
solucion de rojo de Congo. De los 18 aislados que hidrolizaron carboximetilcelulosa el
22.22% (4/18) presentaron halos mayores a 15 mm de diametro (Figura 2).

Figura 2. Halos de hidrdlisis en carboximetilcelulosa al 0.5% por bacterias aisladas de las Salinas de Cachiyacu de
Lupuna.

Con respecto a los aislados bacterianos cultivados en agar xilano el 9.92%
(14/141) hidrolizaron este sustrato. De estos 14 aislados el 21.42% (3/14) presentaron

halos mayores a 15 mm de diametro (Figura 3).
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Figura 3. Halos de hidrolisis en xilano al 1% por bacterias aisladas de las Salinas de Cachiyacu de Lupuna.

Es importante resaltar que un aislado hidrolizd ambos sustratos observandose un
halo de 18mm en agar carboximetilcelulosa al 0.5% y 20mm en agar xilano al 1%. Por ello

para continuar con el trabajo se seleccionaron estos 31 aislados bacterianos.

3.3 CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS CON ACTIVIDAD CELULOLITICA Y/O
XILANOLITICA:

Luego de realizar la tincion Gram a los 31 aislados bacterianos se obtuvo que el
7419% (23/31) de los aislados son Gram positivos y el 25.81% (8/31) Gram negativos.

Los resultados mas relevantes de las pruebas fisiolégicas son los siguientes: El
32.25% (10/31) de los aislados seleccionados crecieron en un rango de NaCl entre 0.5y
20.0% y el 22.58% (7/31) entre el 5.0 y 15.0%. El 35.48% (11/31) crecieron optimamente
entre 20 a 45°C y el 19.35% (6/31) crecieron a pH entre 6 y 9.

Se observo que todos los aislados mostraron reacciéon positiva a la prueba de
catalasa. En la prueba de fermentacion de carbohidratos todos los aislados utilizaron glucosa,
el 54.84% (17/31) fructosa, el 32.25% (10/31) sacarosa y el 41.93% (13/31) lactosa (Figura 4).

Figura 4. Utilizacion de carbohidratos de las bacterias celuloliticas y/o xilanoliticas aisladas de las Salinas de

Cachiyacu de Lupuna.
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Con respecto al sustrato almidon el 35.48% (11/31) de los aislados mostraron
resultado positivo observandose la formacion de los halos de hidrdlisis luego de adicionar
la solucion de Lugol. En el 25.80% (8/31) de los aislados se observaron la formacion
de precipitados alrededor de las colonias lo que indica reaccion positiva en el agar
suplementado con tween 80. El 32.25% (10/31) de los aislados utiliza como sustrato
skim milk lo cual fue evidenciado por la formacion de halos traslicidos alrededor de las
colonias y el 41.93% (13/31) son B-galactosidasa positivos por el color amarillo del medio

a las 6 horas de incubacioén a 37°C.

4 DISCUSION

Las Salinas de Cachiyacu de Lupuna se encuentran ubicadas en la provincia de
Tocache, departamento de San Martin. Es un ambiente ecolégico con caracteristicas
peculiares como: El clima tropical, las precipitaciones fluviales permanentes, las altas
concentraciones de sales y las elevadas temperaturas que superan los 35°C durante el
dia. Estas caracteristicas parecen inhospitas para la vida, sin embargo, se ha descrito
que estas condiciones son 6ptimas para el crecimiento de microorganismos como las
bacterias haldfilas y halotolerantes que soportan elevadas concentraciones salinas
(Rampelotto, 2013; Didari et al., 2020). Ademas, estos ambientes son propicios para
que los microorganismos desarrollen estrategias bioldgicas de adaptacion y a la vez
produzcan metabolitos con gran potencial biotecnoldgico.

El estudio se inici6 con la recoleccion de las muestras de lodos en las Salinas de
Cachiyacu de Lupuna utilizando frascos estériles los cuales fueron transportados en frio
al laboratorio para su estudio. Al respecto, Koa et al. (2005) manifiesta que los suelos
son un potencial reservorio para estudiar y determinar la diversidad de microorganismos,
que a diferencia de trabajar con muestras liquidas aumenta la probabilidad de aislar una
mayor diversidad de microorganismos. Esto también se encuentra sustentado con los
resultados reportados por Chavez (2010) quien aislo 86 bacterias con caracteristicas
diversas a partir de muestras de lodo de las Salinas de Pilluana.

Se aislaron 141 bacterias con caracteristicas fenotipicas diferentes de color,
forma y tamano de las colonias, una cantidad de aislados mayor a lo reportado por
Baati et al. (2010) quienes aislaron 40 microorganismos de muestras de las salinas de
Tunez. Por otro lado, Shiping et al. (2018) aislaron 114 bacterias a partir de muestras de
sedimentos marinos. A los 141 aislados se les evalu6 la actividad celulolitica y xilanolitica
en medios de cultivo soélidos con agar al 1.5%, carboximetilcelulosa 0.5% y xilano1%,

los cuales son medios especificos para realizar la seleccion de bacterias productoras
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de celulasas y/o xilanasas segun lo reportado por Tether et al. (1982) y Attri et al.
(2014). Luego de realizar los ensayos se logré obtener que el 12.76% (18/141) y el 9.92%
(14/141) de los aislados hidrolizaba carboximetilcelulosa y xilano respectivamente, cabe
destacar que un aislado hidrolizé ambos sustratos por ello para continuar con el estudio
se consideraron 31 aislados. Govender et al. (2009) reportaron resultados similares de
87 bacterias aisladas de muestras de las salinas de Sua Pan en Africa donde 7 aislados
hidrolizaron carboximetilcelulosa y 12 aislados hidrolizaron carboximetilcelulosa. Por
otro lado, Makhdoumi et al. (2011) reportan de total de 293 aislados de ambientes
hipersalinos del desierto de Iran 7 aislados hidrolizaron carboximentilcelulosa y un
aislado xilano.

De acuerdo a las caracteristicas de los 31 aislados con actividad celulolitica y/o
xilanolitica, son bacterias halotolerantes, haléfilas, aerdbicas y heterotroficas. En cuanto
al perfil hidrolitico frente a diversos sustratos, los 31 aislados seleccionados muestran
diferentes patrones, en la hidrolisis de almidon el 35.48% de los aislados hidrolizaron este
sustrato, resultados menores a lo publicado por Shiping et al. (2018) quienes lograron
obtener que el 45.61% de sus aislados procedentes de sedimentos marinos hidrolizaban
almidon. La hidrélisis de skim milk resulto positiva en el 32.25% de los aislados, resultados
similares fueron obtenidos por Rohban et al. (2009). El 25.80% de los aislados utilizaron
como sustrato el tween 80 a diferencia del 43.4% reportado por Ruginescu et al. (2020)
en ambientes salinos de Rumania. Con respecto al sustrato ONPG el 41.93% de los
aislados presentaron reaccion positiva, resultados similares a los reportados por Chavez
(2010) en las Salinas de Pilluana.

Finalmente, con la caracterizacion realizada se puede evidenciar que los 31
aislados son bacterias con actividad celulolitica y/o xilanolitica diferentes y con gran
potencial biotecnolodgico en diversas industrias como la alimentaria, detergentes, textil, la

produccion de biocombustibles, la agricultura y la medicina.

5 CONCLUSIONES

De las muestras provenientes de las Salinas de Cachiyacu de Lupuna se aislaron
141 bacterias, de estos 31 presentaron actividad hidrolitica a carboximetilcelulosa y/o
xilano. Ademas, existe un predominio de bacterias aerdbicas, halofilas, halotolerantes,
bacilos Gram positivos, con crecimiento a temperaturas de 20 a45°CypHde 6 a 9;y

productoras de hidrolasas como lipasas, amilasas, proteasas y B-galactosidasas.
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