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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue caracterizar bacterias halofilas moderadas productoras de hidrolasas de interés biotec-
nologico. Para ello, se seleccionaron 32 aislados bacterianos aerobios procedentes de ambientes salinos de Pilluana, Huacho,
Maras, Chilca, Paracasy Ventanilla. Para todos los microorganismos se determinaron: caracteristicas morfologicas, fisioldgi-
casy capacidad hidrolitica a diversos sustratos. La caracterizacion genotipica se realizé amplificando los genes ribosémicos
bacterianos 16S y cortando con la enzima Hae III. Los microorganismos presentaron actividad hidrolitica sobre tween 8o,
aceite de oliva, almidon, caseina, lactosa y ADN; correspondiendo cada una de estas moléculas a los numeros de aislado 23,
2, 24, 19, 2y 6, respectivamente. Los aislados L3CH y L2PAR hidrolizaron la mayoria de sustratos a excepcidn de lactosa y
ADN, respectivamente. Por otro lado, los aislados P2RI-17 y M17 hidrolizan solamente Tween 8o. Del analisis de restriccion
del ADN ribosomico 16S amplificado se obtuvieron 12 perfiles genéticos, lo cual indica que al menos existen 12 especies bac-
terianas con gran potencial biotecnoldgico en la produccion de enzimas hidroliticas.
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SUMMARY

The aim of this study was to characterize moderately halophilic bacteria producing hydrolases of biotechnological in-
terest. For that, 32 aerobic bacterial isolates were selected from salt environments such as Pilluana, Huacho, Maras, Chilca,
Paracas and Ventanilla. The morphological and physiological properties and hydrolytic capacity to various substrates were
determined for all isolates. Genotypic characterization was performed by amplification of bacterial 16S ribosomal gene and
cutting with the Hae III enzyme. The isolates 23, 2, 24, 19, 2 and 6 showed hydrolytic activity for Tween 8o, olive oil, starch,
casein, lactose and DNA, respectively. Isolates L3CH and L2PAR hydrolyzed the most substrates, except for lactose and DNA,
in contrast isolates P2RI-7 and M1y which only hydrolyze Tween 8o. Twelve genetic profiles were obtained from the restric-
tion analysis of amplified 16S ribosomal DNA restriction analysis, indicating that there are at least 12 bacterial species with
high biotechnological potential for hydrolytic enzyme production.

Keywords: Moderate halophiles, peruvian salt environments, hydrolytic enzymes, ARDRA

INTRODUCCION En los ultimos afios, el interés por el estudio de
estas enzimas se ha incrementado debido a sus propie-

os microorganismos haléfilos han desarro- dades cataliticas y potencial aplicacion industrial en la

llado complejos procesos de adaptacién que formulacién de detergentes, elaboracién de productos

les han permitido hacer frente a las con- dietéticos, procesamiento de cuero, papel y alimentos
diciones ambientales extremas que caracterizan a los Carnicos; asi como también en la sintesis de enantio-
ambientes salinos. Uno de los mds importantes meca- MEros puros de farmacos, biodegradacion de residuos

nismos de adaptacién que han desarrollado estos mi- toxicosy contaminantes industriales, entre otros *.
croorganismos es laacumulacion intracelular de solutos Actualmente, las industrias requieren procesos

u osmolitos compatibles, y cuya principal caracteristica tecnoldgicos eficientes y limpios, es por ello que el uso
eslade no interactuar con el metabolismo celular, porlo 4e microorganismos aislados de ambientes extremos, o
que su funcion es puramente osmotica 2. sus enzimas, constituye una excelente opcion para sa-

Las bacterias halofilas moderadas crecen optima- tisfacer esta creciente demanda del mercado biotecno-
mente en un rango de salinidad de 0,5 a 2,5 M; ademas 1dgico. Por ello, el presente estudio tuvo como finalidad
producen una serie de enzimas hidroliticas extracelu- aislary seleccionar bacterias con capacidad de producir
lares tales como: amilasas, proteasas, lipasas, nuclea- enzimas extracelulares de interés o aplicacion biotec-
sasy esterasas G4, nologica procedentes de diversos ambientes salinos del
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Peru.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de bacterias. Los 32 aislados bacterianos que se
utilizaron en este estudio pertenecen al cepario de bac-
terias halofilas del Laboratorio de Biologia Molecular de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (Lima - Peru), los cuales
provienen de diferentes ambientes salinos de Pilluana,
Huacho, Maras, Chilca, Paracas y Ventanilla. Los ais-
lados seleccionados crecieron dptimamente en medio
agua de sales (SW, Sea Water) al 10% conteniendo ex-
tracto de levadura al 0,5%. Para las pruebas fisioldgi-
cas e hidroliticas se utilizo la metodologia descrita por
Sénchez-Porroy col. y por Ventosa y col. &9,

Caracteristicas morfoldgicas. El tamafio, color y
consistencia de las colonias se determind a partir de
cultivos de 24 h en medio SW solido. Para la determi-
nacion del tipo de pared celular y forma bacteria-

Bacterias haldfilas moderadas productoras de hidrolasas de interés biotecnolégico

tos sustratos se evalud seguin lo descrito por Sanchez-
Porroy col. ®.

Caseina. La capacidad para hidrolizar caseina se de-
termind segtn el método descrito por Collins en 1989.
El medio utilizado fue agar caseina, al que se le agre-
g6 solucion stock de sales, hasta obtener 10% de sales
como concentracion final del medio. El periodo de in-
cubacion, para los aislados, fue de tres dias a 37 °C. La
reaccion se considero positiva cuando alrededor de las
colonias se formo un halo claro de proteolisis (9.

Acidos nucleicos. Para determinar la capacidad de
hidrolizar 4cidos nucleicos se utilizo agar SW al 10%
suplementado con ADN al 1%. Luego las placas se in-
cubaron a 37 °C hasta por 3 dias. La lectura fue directa,
asi la hidrolisis de estos sustratos se evalud segun lo
descrito por Sanchez-Porroy col. .

Lactosa. Se centrifugaron o,2 mL del cultivo bacteria-
no de 18 h, las células se resuspendieron en 0,2 mL de

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de las bacterias haléfilas

na se utilizaron cultivos frescos de 14 h ™. moderadas
Pruebas fisioldgicas. Los aislados se inocularon  jsjado Procedencia Color Consistencia Tamaiio T(i;r;gi‘gn Forma
en medio SW liquido enriquecido con extracto de - ,

o K , PDII-1 Pilluana crema gomosa grande - bacilo
levadura al o,5 /f)’ conteniendo ademads ag(l)la desa-  ppiy Pilluana  crema  gomosa  grande ) bacilo
les a concentraciones de o, 5,10, 15, 20y 25%. Luego  ppy.5 Pilluana crema  gomosa  grande - bacilo
los cultivos bacterianos se incubaron a 37 °C por24  p3CIl-1  Pilluana  crema  gomosa  grande - coco
h, la densidad celular se determind por espectrofo- ~ P2CII-3  Pilluana  crema  gomosa  grande  +  bacilo
tometria a 600 nm. Para determinar el pH 6ptimo ~ P2Cll-1  Pilluana ~ crema  gomosa  grande - bacilo
de crecimiento se utilizé caldo SW al 10%, cuyopH ~ P2RI-7  Pilluana  rojo  gomosa  grande - coco
fue ajustado 26,5757y 8,5 con NaOH 1 N y HCl 1 P2CI-5 Pilluana crema gomosa grande - baglo

. . o H-17 Huacho crema gomosa grande + bacilo

N. Los medios luego fueron incubados a 37 °C por ) :
h L .. d L, H-19 Huacho melén gomosa grande - bacilo
24 horas. La ten_lperatu,ra (?ptlma s€ eterrplno em- H-22 Huacho melén gomosa grande - bacilo
pleando el medio SW liquido al 10%, los aisladosse ;.53 Huacho  crema  gomosa  grande - bacilo
cultivaron a: 20, 37y 45 °C. H-26 Huacho meldén gomosa grande - bacilo
L. . L. . M20 Maras crema lisa pequefia - bacilo
Actividad hidrolitica a diversos sustratos w19 Maras  crema  gomosa  grande -  bacilo
Almidoén. Laactividad amilolitica se detecté segin ~ M17 Maras ~ crema  gomosa  grande - bacilo
el método descrito por Cowan y Steel en 1993. Para ~ M12 Maras  crema  gomosa  grande - bacilo
Ty gy M11 Maras crema gomosa grande - bacilo

este ensayo se utilizo el agar almidén (DIFCO) al _
0 . , . M08 Maras crema gomosa grande - bacilo

10% de SW, el pH se ajust6 a 7,2. Las placas se incu- /.~ M i . bacil
, OC L t . 1 t aras crema 1sa pequena - aclo
baron .durante 'dos diasa 37 °C. La posterior lectura |,y Chilca crema  gomosa  grande 3 bacilo
serealizo afiadiendo 10 mL de lugol sobre lasplacas. 3¢ Chilca crema  gomosa  grande ) bacilo
Se considerd reaccion positiva cuando se observola  L1PAR  Paracas  crema  gomosa  grande - bacilo
formacion de halos claros alrededor de las colonias ~ L2PAR ~ Paracas  blanca  gomosa  grande - bacilo
productoras de amilasas (89) LAP Pilluana crema gomosa grande - bacilo
;. .. . /e . LBP Pilluana blanca omosa rande - bacilo

Lipidos. La actividad lipolitica se determino por i gon grande :

. A 5 i LC1P Pilluana blanca lisa pequefia - bacilo
su. Capac1d§d de hidrolizar tween 8o y écelt,e.de LKRP Pilluana  naranja lisa pequeiia - bacilo
oliva. Los aislados se sembraron en medio solido  vj.» Ventanilla crema  gomosa  grande . coco
SW al 10% conteniendo los sustratos lipidicos al ~ vil-4  Ventanilla naranja lisa pequefia - bacilo
1%. Las placas se incubaron a 37 °C hasta por tres ~ VIII-6  Ventanilla naranja lisa pequefia - coco
dias. La lectura fue directa, asi la hidrolisis de es- _VI-1 Ventanilla crema  gomosa  grande - bacilo
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Tabla 2. Caracteristicas fisioldgicas de las bacterias haléfilas moderadas
Caracteristicas fisioldgicas

Aislado Concentracion de sales (%) pH Temperatura (°C)

0 5 10 15 20 25 6,5 7,5 8,5 20 37 42
PDII-1 - +++  ++ ++ ++ + + +++  ++ + +++  +++
PDI-4 - +++  +++ ++ + + ++  +++ + +++  +++
PDI-5 - +++  +++ ++ ++ +++ + +++  +++
P3CII-1 - +++ +++ + +++  +++
P2CII-3 - +++ ++ ++ + +++ b+t
P2CII-1 - A S T + 4 +
P2RI-7 - ++  +++ ++ ++ +++  +++ ++ + +++  +++
P2CI-5 - ++  +++ 4 ++ ++ +++ + + +++  ++
H-17 - ++ + +++ + + +++ ++
H-19 - + +++ o+ + +++ + + +++  ++
H-22 - ++ + ++ + + +++ o+
H-23 - + o+t A+t + ++ o+ ++ o+t o+t
H-26 - ++  +++ + + + ++  +++ + + +++  ++
M20 - ++4+  +++ +HH+ + ++4+  +++ 4+ + +++  ++
M19 - +++ 4+ - +++  +++ + +++  ++
M17 - +++ A+ 4+ - +++ + +++ 4+
M12 - e + ++ o+ I
MI1 ) A o roomr o Figura 1. Gel de agarosa mostrando los ge-
M08 R A A - thE oA+ T A nes ribosémicos 16S amplificados y cortados
MO07 S + LS R con Hae IIl. Linea (ntimero): 1, Ladder 1kb
LAP - ++  +H+ ++ ++ + +++ + + +++ + + ®X/Haelll; 2 - 6, aislados de las salinas de
LBP - S+ 4+ - P + 4+ o+ Pilluana; 7 y 8, aislados de Chilca.
LC1P - ++ A+ - +++ o+ I RESULTADOS
LKRP - ++ ++  +++ ++ + + +++ + + +++ +
L1CH S S +H e+ S o Las bacterias estudiadas fueron
L2CH - R S - S S b+ aisladas previamente de aguas saladas
L2PAR -+ e e 4 oo AR provenientes de las tres regiones geo-
L3PAR - ++ ++ + + +++ + ++ o+ - , , L.

graficas del Peru en las siguientes pro-

VI-2 - +++ HH+ o+ - - + 4 + o+t . . .
VL4 s aes i o wrr 4 b aas porciones: selva (Salinas de Pilluana
VIII-6 - +++  +++ + - - + +++ + + +++  ++ - San Martin) 37750% (12/32), sierra
VI-1 C bt a4 B 3 A v e 4 (Salinas de Maras - Cusco) 21,88%

Densidad optica medida por espectrofotometria a 600 nm: < 0.1, -; 20.1, +; 2 0.4, ++; 2 0.8, +++

buffer fosfato salino conteniendo orto-nitrofenil-ga-
lactopirandsido y se incubaron a 37 °C durante cuatro
h, la coloracion amarilla tenue e intensa indicé reac-
cion parcial y total respectivamente.

Andlisis de restriccion del ADN ribosémico am-
plificado. Se obtuvo ADN gendmico de cultivos bac-
terianos de 12 h utilizando el método fisico de lisis por
temperatura a 85 °C 1. Los genes ribosomicos 16S se
amplificaron por la reaccién en cadena de la polimerasa
utilizando cebadores universales especificos para bacte-
rias 3. Los productos amplificados fueron cortados con
la enzima Hae III, siguiendo las especificaciones de los
fabricantes. El ADN cortado se separé por electrofore-
sis en geles de agarosa “NueSieve”® al 3% usando buffer
TBE 0,5X y el marcador de peso molecular ®X/Hae III.
Los perfiles de restriccion se visualizaron por luz UV,
previa coloraciéon con bromuro de etidio.
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(7/32) y costa (Salinas de Chilca y
Huacho - Lima, Bahia de Paracas - Ica,
Mar de Ventanilla - Callao) 40,62%
(13/32). Los aislados formaron colonias de coloracion
naranja, crema, blanca, meldn y rojo, prevaleciendo las
cremas con el 69% (22/32) y las de consistencia gomosa
el 81% (26/32). Mediante tincién Gram y microscopia
optica se determind que el 87,5 y 12,5% de los aislados
fueron bacilos y cocos respectivamente, el 94% (30/32)
son bacterias Gram negativas (tabla1).

Los aislados bacterianos estudiados crecen en me-
dio SW entre 5y15% de sales; el 84 (27/32) y 59% (19/32)
crecen hasta con 20y 25% de sales, respectivamente; en
estas ultimas concentraciones los aislados presentan
dificultad de crecimiento, evidenciado por las bajas
densidades celulares obtenidas. Cabe resaltar que las
bacterias VI-2, VII-4, VIII-6, VI-1 aisladas del Mar de
Ventanilla crecen rdpidamente a 5y 10% de sales; sin
embargo, a medida que se incrementa la concentraciéon
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salina, el crecimiento disminuye hasta que se inhibe a
partir del 20% de sales (tabla 2). Todos los aislados cre-
cen éptimamente a 37 °C 'y pH 7,5, el 22% (7/32) a pH
6,5y un aislado a pH 8,5; a la vez, el g1% (29/32) de las
bacterias crecen a 42 °C. El 22% (7/32) de los aislados
que crecen a 42 °C, provienen de las salinas tropicales de
Pilluana en San Martin (tabla 2).

Con respecto a la capacidad hidrolitica de las bac-
terias halofilas moderadas, éstas degradan de uno a
cinco sustratos, sin considerar la hidrolisis parcial de la
lactosa. En la tabla 3, se puede observar que 2, 12, 14, 2
y 2 aislados degradan 1, 2, 3, 4 y 5 sustratos respectiva-
mente; el 81% hidrolizan de 2 a 3 sustratos. Los aislados
VI-1y VI-2 degradan 4 sustratos y L3CH y L2PAR hidro-
lizan 5 cada uno; en ambos casos, las bacterias proceden
de ambientes marinos de la costa peruana tales como
Ventanilla, Chilca y Paracas. El tween 8o, el almidon y
la caseina son utilizados por el 72, 75y 50% de las bac-
terias estudiadas respectivamente; el aceite de olivay la
lactosa son utilizados por dos microorganismos en cada
caso (tabla 3).

En la figura 1 se presenta un gel de agarosa con
6 perfiles de ADN ribosémico 16S distintos corres-
pondientes a aislados procedentes de las salinas de
Pilluana. Dado que los genes ribosémicos 16S son muy
conservados, esta variacién en los perfiles génicos in-
dicaria la presencia de especies diferentes.

DISCUSION

Los ambientes salinos generalmente contienen
concentraciones de sales iguales o superiores al agua
marina, donde habitan una gran diversidad de micro-
organismos adaptados a condiciones restrictivas de
temperatura, pH, salinidad y contenido i6nico ©13).
Todos los microorganismos en estudio demostraron
ser capaces de crecer en un rango de salinidad de 5 a
25%; ademas de presentar en su mayoria una concen-
tracion salina optima de 10%; en base a ello y desde un
punto de vista fisiolégico se puede inferir validamente
que todos los aislados son haloéfilos moderados 13,

El predominio de las bacterias Gram negativas en
ambientes salinos es comtin, la mayoria de especies ha-
l6filas descritas son bacilos %, Asi, el 87,5% de bac-
terias estudiadas de ambientes salinos peruanos son
bacilos Gram negativos (tabla 1). En salares de zonas
geograficas diversas se han descrito bacterias haloéfilas
moderadas de forma bacilar con predominancia de los
géneros Halomonas, Chromohalobacter, Salinobacter,
Marinobacter, Idiomarina, etc 314,

La mayoria de bacterias degradan tween 8o, al-
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Tabla 3. Perfiles hidroliticos de las bacterias hal6filas moderadas

Actividad hidrolitica

Tween Aceite de
oliva

Aislad
Islado Almidon Caseina Lactosa ADN

PDII-1
PDI-4
PDI-5
P3CII-1
P2CII-3
P2CII-1
P2RI-7
P2CI-5
H-17
H-19
H-22
H-23
H-26
M20
M19
M17
M12
M11
M08
MO07
L2CH
L3CH
L1PAR
L2PAR
LAP
LBP
LC1P
LKRP
VI-2
VII-4
VIII-6
VI-1

Tamario de halo de hidrélisis (mm): -, 0; +, < 5; ++, > 6; +++, >15.
Hidrdlisis de la lactosa en medio liquido: -, ninguna; %, parcial; +, total

I+

+++

+++
+++ -
+ -

+ o+ o+ o+ 4

++
++
+++
+
+
++

+++

+++

+

+++
+++
+++

I+

+++

+

++ +++

+++ ++

+ 1+

+

+++
++

- + +

midon y caseina como fuentes de carbono y nitréogeno,
pero en diferentes grados valorados en el tamafio del
halo de hidrolisis (tabla 3). La capacidad de hidrdlisis
y la frecuencia de uso de un sustrato u otro dependen
de la cepa y del lugar de procedencia. Asi por ejem-
plo, solo dos bacterias degradan aceite de oliva y otras
dos lactosa, de estos resultados se puede inferir que la
mayoria de microorganismos estudiados no estuvieron
expuestos a estos sustratos. Al respecto, Margesin & y
Galinski @ han descrito que los perfiles hidroliticos
de las bacterias haléfilas son muy variados y disimiles
entre si; es por ello que por su gran variedad de perfiles
cataliticos, estos microorganismos presentan gran po-
tencial en procesos industriales.

En las 32 bacterias halofilas moderadas proceden-
tes de seis ambientes salinos del Pert existen al menos
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doce especies segtin el analisis de los perfiles de restric-
cion de los genes ribosémicos 16S amplificados y corta-
dos con Hae III. La mayoria de aislados estudiados son
bacilos Gram negativos de consistencia gomosay color
crema que crecen Optimamente entre 5 a 10% de sales,
apHy,5y37°C. Las bacterias analizadas por su variado
perfil hidrolitico constituyen fuentes nativas potencia-
les en la degradacion y la sintesis de nuevos compues-
tos en un contexto ambiental limpio y sostenible.
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