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RESUMEN

El trabajo tuvo como objetivo determinar el diametro de colonia con su halo celulolitico de las
bacterias termofilas GCB-13 y GCC-13 a diferentes temperaturas. Las bacterias fueron
reactivadas en caldo CMC e incubadas a 50 °C por 48h, luego sembradas por puntura en el medio
agar CMC contenido en placas Petri por triplicado para cada temperatura a la que fue incubado
(35, 40, 45, 50, 55 y 60 °C) durante 48 horas. El didmetro de las colonias con sus halos
celuloliticos se obtuvo con ayuda de una regla milimetrada. El halo de hidrélisis fue obtenido
restando el diametro de la colonia del didmetro de la colonia con halo celulolitico. Los didmetros
méaximos (mm) obtenidos de colonia y de halo celulolitico, respectivamente, fueron para la
bacteria GCB-13 9,17 a45°C y 6,42 a 55°C, y para la bacteria GCC-13 10,33a45°C y 7,33
a50 °C.

Palabras claves: Celulolitico, cepas terméfilas, crecimiento, halo de hidrolisis.
ABSTRACT

The objective of the work was to determine the colony diameter with its cellulolytic halo of the
thermophilic bacteria GCB-13 and GCC-13 at different temperatures. The bacteria were
reactivated in CMC broth and incubated at 50 ° C for 48 hours, then punctured onto the CMC
agar medium contained in Petri dishes in triplicate for each temperature at which it was incubated
(35, 40, 45, 50, 55 and 60 ° C) for 48 hours. The diameter of the colonies with their cellulolytic
halos was obtained with the help of a millimeter ruler. The hydrolysis halo was obtained by
subtracting the diameter of the colony from the diameter of the cellulolytic halo colony. The
maximum diameters (mm) obtained from the colony and the cellulolytic halo, respectively, were
for the bacterium GCB-13 9,17 at 45 ° C and 6,42 at 55 ° C, for the bacterium GCC-13 10,33 at
45° Cand 7,33 at 50 ° C.
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INTRODUCCION

Las biomasas que mas abundan en la Tierra son la celulosa y la hemicelulosa por lo que
constituyen el potencial para dar solucién a las demandas energéticas como ambientales
de bioenergia (Sanchez & Cardona, 2008). Los organismos celuloliticos tienen una
naturaleza ubicua. Los hongos como las bacterias son utilizados bastante por sus
cualidades para producir una gran gama de celulasas y hemicelulasas. Las bacterias
presentan ventajas sobre los hongos en algunos aspectos; suelen tener una mayor tasa de
crecimiento que permite una produccion mas rapida de enzimas recombinantes (Maki et
al., 2009).

La degradacion de la celulosa requiere la ayuda de &cidos o de enzimas para convertirla
a azUcares mas simples. A través de los afios la degradacion bioldgica de la celulosa
utilizando enzimas celuloliticas provenientes de hongos y bacterias ha sido ampliamente
estudiada (Tomme et al., 1995). Las enzimas celuloliticas llamadas celulasas permiten la
bioconversion de material lignocelulésico, su obtencion es importante (Alam et al., 2009).
Esto constituye un nuevo enfogue biotecnolégico para la biodegradacion de biosolidos
junto a la produccion de enzimas industriales que muestran el beneficio de presentar
costos muy bajos y es amigable con el medio ambiente (Alam et al., 2003; Kaur et al.,
2017).

Las enzimas celuloliticas pueden ser producidas por bacterias termofilas (Zapata y
Castellanos, 2014; Hasnaa et al., 2018). Las bacterias celuloliticas, como las termofilas
en condiciones favorables, en medios solidos con celulosa crecen y se desarrollan
formando colonias y produciendo las celulasas que se reconocen por el halo de hidrolisis
de celulosa que se forma alrededor de las colonias (Guzman et al., 2015). El crecimiento
y desarrollo de las bacterias estd afectado por varios factores, entre ellos por la
temperatura (Baraybar y Monje, 2017). Algunos microorganismos capaces de producir
celulasas son las bacterias del género Clostridium, Bacteroides, Erwinia, Acetovibrio,
Microbispora y Streptomyces (Ballesteros et al., 2008).

El trabajo tuvo como objetivo determinar el didmetro de colonia con su halo celulolitico
de las bacterias terméfilas GCB-13 y GCC-13 a diferentes temperaturas.

MATERIAL Y METODOS

Las bacterias celuloliticas GCB-13 y GCC-13 fueron aisladas de los géiseres de
Candarave, Tacna, Perl y donadas para el presente trabajo por el Laboratorio de
Biotecnologia enzimatica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohman. Estas bacterias fueron reactivadas en caldo CMC e incubadas a 50
°C por 48 horas.

De las suspensiones bacterianas obtenidas, de cada una, se sembro inoculos por puntura
sobre la superficie y en el centro del medio agar CMC contenido en placas Petri, por
triplicado, para cada temperatura las cuales luego fueron incubadas (35, 40, 45, 50,55y
60°C).

La composicion del medio de cultivo CMC (g/ml) fue: Carboximetilcelulosa 10,0;
extracto de levadura 2,5; Peptona universal 2,5; Sulfato de amonio 0,5; Cloruro de calcio
0,5; Fosfato monobasico de potasio 0,1; Fosfato dibasico de potasio 0,1; Agar- agar 15,0;
pH 7 (Gaitan, 2007).
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Se midieron los diametros de las colonias y sus halos celuloliticos con ayuda de una regla
milimetrada (Constantino et al., 2011; Ortiz y Uribe, 2010). EI didmetro del halo de
hidrolisis se determiné restando el diametro de colonia del diametro de la colonia con
su halo celulolitico.

Para determinar el mayor diametro de colonia y el mayor halo celulolitico para cada
bacteria se hizo uso del analisis de varianza y de la prueba de Tukey.

RESULTADOS

Enla Tabla 1y en la Figura 1, se muestran el mayor diametro de colonia 9,17 mm a 45
°C y el mayor halo celulolitico 6,42 mm a 55 °C obtenido en la bacteria GCB-13.

Tabla 1
Diadmetro promedio (mm) de colonia, halo mas colonia y halo celulolitico de la bacteria GCB-
13 incubada a diferentes temperaturas

Temperatura 35°C 40 °C 45°C 50 °C 55°C 60 °C

Colonia 1.83 2.00 9.17 5.33 4.92 0.00

Halo + colonia 1.83 2.00 14.00 11.17 11.33 0.00

Halo sélo 0.00 0.00 4.83 5.83 6.42 0.00
Figura 1

Diametro promedio (mm) de colonia y de halo celulolitico de la bacteria GCB-13 incubada a
diferentes temperaturas

GCB-13

= Colonia = Halo

10.00
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

didametro mm

=
(o]
w
o
(@]
g
o
s}
o
(9]

0.000.00 b

LN
(6]

o

o

[on

o

o

[on

°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C

Temperatura

Enla Tabla 2y Figura 2, se muestra el mayor didmetro de colonia 10,33 mma45°Cy
el mayor halo celulolitico 7,33 mm a 50 °C obtenido en la bacteria GCC-13.
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Tabla 2
Diadmetro promedio (mm) de colonia, colonia con halo celulolitico y halo celulolitico obtenido
en la bacteria GCC-13 a diferentes temperaturas

Temperatura 35°C 40°C 45°C 50°C 55°C 60°C

Colonia 0.00 0.00 10.33 6.33 5.50 2.50

Halo + colonia 0.00 0.00 15.67 13.67 1158 3.17

Halo sélo 0.00 0.00 5.33 7.33 6.08 0.67
Figura 2

Diametro promedio (mm) de colonia y de halo celulolitico de la bacteria GCC-13 a diferentes
temperaturas

= Colonia = Halo
12.00
10.00
e 8.00
£
o
& 6.00
(1]
£
e
T 4.00
2.00
0.00 .00 d 0.00 @.00d
0.00 = e
35°C 40°C 45°C 50°C
Temperatura
DISCUSION

En las bacterias GCB-13 como GCC-13, el mayor crecimiento de sus colonias como de
sus respectivos halos celuloliticos esta en funcion de una temperatura éptima. La colonia
de la bacteria GCB-13 tuvo el maximo crecimiento de 9.17 mm a 45 °C; la GCC-13,
10.33 mm a 45 °C. En relacion a los halos celuloliticos, la bacteria GCB-13 tuvo el
méaximo halo, 6.42 mm a 55°C; mientras que la GCC-13 tuvo 7.33 mm a 50 °C. Esto
confirma que la temperatura es un factor importante en el crecimiento y desarrollo de los
microorganismos. Cada microorganismo tiene su temperatura Optima, ya sea para su
crecimiento como para otras caracteristicas (Anwar et al., 2014; Guzman et al., 2015;
Tamariz, 2014).

El maximo diametro de colonia obtenido a determinada temperatura para cada una de las
bacterias indica que una mayor produccion de biomasa se puede conseguir incubando la
bacteria a la temperatura en la cual se obtuvo el maximo didmetro de colonia. Esto es
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importante cuando se desea obtener biomasa como inoculante entre otras aplicaciones
(Guzman et al., 2015).

El méximo diametro de halo celulolitico obtenido en la GCB-13 como en la GCC-13 son
didmetros significativos comparados a los reportados por otros autores. La bacteria AO-
19, parte de un conjunto de microbios evaluados, dio el mayor halo de hidrodlisis
celulolitico de 12,33 mm (este diametro no resta el didmetro de la colonia) (Guzman et
al., 2015). La cepa B1R, parte de varias bacterias termofilas evaluadas, formé el mayor
halo de hidrolisis de 10 mm (Zapata y Castellanos, 2014).

CONCLUSIONES

El mayor diametro de colonia para la bacteria GCB-13 fue de 9,17 mm a 45 °C; y para la
GCC-13 fue de 10,33 mm a 45 °C.

El mayor halo celulolitico para la bacteria GCB-13 fue de 6.42 mm a 55 °C; y para la
GCC-13 fue de 7,33 mm a 50 °C.

Para una misma bacteria, la temperatura éptima para su maximo didmetro de colonia es
independiente de la temperatura ptima para su maximo halo celulolitico.
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