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RESUMEN

Con el objetivo de aislar bacterias halotolerantes con actividad lipolitica de las Salinas de Pilluana - San Martin,
se recolectaron muestras de suelos salinos y se sembraron en agar agua de sales al 5% conteniendo extracto de levadura
0,5%. Se preseleccionaron 55 bacterias con caracteristicas morfologicas diferentes, sembrandose simultdaneamente en
agar agua de sales al 5% conteniendo tributirina, Tween 8o y aceite de oliva al 1%. En base a la capacidad de hidrolizar
los sustratos especificos y presentar tolerancia salina variable desde 0 hasta 25%, se seleccionaron 14 bacterias que
crecieron optimamente a 37 °C y pH 7, seis fueron bacilos Gram positivos y ocho Gram negativos; 12 de las bacterias
hidrolizaron tributirina, Tween 80 y aceite de oliva; seis produjeron amilasas y proteasas. Las 14 bacterias halotolerantes
con actividad lipolitica aisladas de las Salinas de Pilluana constituyen fuentes promisorias para la produccién de lipasas
y biotratamiento de residuos oleosos.
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SUMMARY

In order to isolate halotolerant bacteria with lipolytic activity from the Pilluana Salterns in San Martin, saline soil
samples were collected and cultured in 5% salt water agar containing 0,5% yeast extract. It was pre-selected 55 bacteria
with different morphological characteristics, these bacteria were grown simultaneously in 5% salt water agar containing 1%
tributyrin, Tween 8o and olive oil. It was selected 14 bacteria based on the ability to hydrolyze specific substrates and shown
high salt tolerance rate between 0 to 25%. These bacteria grew optimally at pH 7 and 37 °C, six were Gram positive and
Gram negative eight, 12 bacteria hydrolyzed tributyrin, Tween 8o and olive oil, six produced amylases and proteases. The
14 halotolerant bacteria with lipolytic activity isolated from the Pilluana salterns are promising lipase production sources
and oily waste bio-treatment.
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INTRODUCCION poseen caracteristicas como estabilidad a altas
) concentraciones Salinas, versatilidad de uso y bajo
as  bacterias halotolerantes son  rjesgo de contaminacién durante su cultivo, que

microorganismos capaces de Vivir ep conjunto favorecen su escalamiento a nivel
tanto en ausencia como en presencia  jpndustrial @.

de sales, habitan ambientes salinos de diversas
zonas geograficas cuya composicidn idnica
es variable. Asi, se aislaron bacterias Gram
negativas y positivas pertenecientes a los géneros
Pseudomonas y Bacillus, respectivamente, como
productoras de lipasas extracelulares disponibles
en el mercado 2,

Los suelos contienen la mayor biodiversidad
microbiana del planeta; sin embargo existen pocas
investigaciones que hayan estudiado el potencial
biotecnoldgico de las bacterias halotolerantes
aisladas de suelos hipersalinos. En este contexto
las Salinas de Pilluana por presentar clima tropical
se constituyen como una fuente promisoria

Las bacterias halotolerantes poseen multiples potencial para estudios sobre aprovechamiento
aplicaciones biotecnoldgicas en la produccién de de la biodiversidad bacteriana. Por ello, en esta
enzimas, aminodcidos, exopolisacdridos, entre investigacidn se aislaron y caracterizaron bacterias
otros. No obstante, la produccién de enzimas es el  halotolerantes con actividad lipolitica mediante
drea mas promisoria de todas, pues estas bacterias técnicas bacteriologicas.
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MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras

Se recolectaron muestras de suelos en cinco
puntos geograficos de las Salinas de Pilluana,
provincia de Picota (San Martin); luego se
transportaron en frio hasta el momento de su
inoculacion, que se efectud dentro de las 48 horas
después del muestreo.

Aislamiento

Se resuspendio 1 g de suelo en 10 mL de
buffer fosfato salino estéril, luego se realizaron
diluciones seriadas al décimo desde 10! hasta 10°®
y se sembraron por duplicado 100 pl de cada una
de las diluciones sobre el agar agua de sales al 5%.
Se seleccionaron las colonias que presentaron
caracteristicas morfolégicas diferentes entre
si y para garantizar la pureza de los aislados se
realizaron tressiembrassucesivas. Posteriormente,
se evaluo la actividad hidrolitica sobre tributirina,
Tween 80 y aceite de oliva al 1% teniendo como
base agar agua de sales al 5%; se preseleccionaron
a los aislados que hidrolizaron por lo menos a uno
de los tres sustratos.

Caracteristicas morfoldgicas

Para identificar estas caracteristicas se siguio
la técnica de Gram convencional utilizando cultivos
frescos de 20 h .

Pruebas fisiologicas

Para evaluar la tolerancia salina, los
microorganismos se inocularon en agua de
sales, con extracto de levadura al o0,5%, a
concentraciones de o; 2,5; 5,0; 10,0 y 25,0%, Yy se
incubaron a 37 °C por 24 h. Para determinar el pH
optimo de crecimiento se utilizé caldo tripticasa
de soya a pH de cinco a nueve, y se incubé a 37 °C
por 24 horas. La temperatura 6ptima se determino
inoculando los aislados en el caldo antes descrito
a20;37Y 42 °C. Para los tres casos el crecimiento
bacteriano se determind por espectrofotometria
a 600 nm.

Pruebas bioquimicas

Se realizaron las pruebas de oxidasa, catalasa,
produccion de sulfuros, indol, movilidad vy
oxidacion o fermentacion de glucosa. En la
preparacion de los medios se utilizo agua de sales
al 5% y medios base especificos como SIM y O/F
segun indicaciones de Hugh y Leifson ©).
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Actividad hidrolitica a diversos sustratos

Almidon. La actividad amilolitica se determiné por
el método de Cowan y Steel’s que utiliza agar almidon
(DIFCO) conteniendo sales al 5% y pH 7,4. Los
microorganismos se incubaron a 37 °C durante dos
dias y se afladio 10 mL de lugol sobre las placas. Se
consider6 reaccion positiva cuando la formacion de
un halo claro alrededor de las colonias productoras de
amilasas ©.

Caseina. La capacidad de hidrolizar caseina se
determiné por el método de Collins . Al agar
caseina se anadio sales al 5% vy se incubé a 37 °C
durante 72 h. La reaccidén se considerd positiva
cuando alrededor de la colonia se formé un halo por
efecto de la protedlisis.

Gelatina. Se determind usando el agar gelatina
nutritiva (DIFCO) con agua de sales al 5%, las
bacterias crecieron a 37 °C por 24 h, después se
guardo a 4 °C por 15 min. La reaccién se considero
positiva cuando se evidencio licuefaccion del
medio.

RESULTADOS

Aislamiento y seleccion de bacterias
halotolerantes con actividad lipolitica

De los suelos de las Salinas de Pilluana se
aislaron 55 bacterias por presentar diferentes
caracteristicas  morfolégicas. Después, se
seleccionaron 33 microorganismos que
presentaron actividad lipolitica variable sobre
los sustratos tributirina, Tween 8o y aceite de
oliva. De los 33 aislados, s6lo 14 crecieron en
medios de cultivo con y sin sales, demostrando
su halotolerancia. Las 14 bacterias seleccionadas
presentaron colonias con caracteristicas diversas
tales como: consistencia gomosa, forma redonda
o amorfay la mayoria fueron de color crema. Con
respecto a las caracteristicas microscopicas se
observo bacilos, ocho Gram negativos y seis Gram
positivos (tabla 1).

Caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y
nutricionales

Se determin6 que 12 de las 14 bacterias
halotolerantes crecieron entre o a 25% de sales;
siendo las concentraciones mas frecuentes 5,0
y 7,5%. Ademads, se determind que las bacterias
crecen entre 20 y 42 °C, a pH de cinco a ocho,
siendo los 6ptimos 37 °Cy pH 7. Todos los aislados
fueron moviles y catalasa positivos; la mayoria
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de las bacterias halotolerantes productoras de lipasas extracelulares aisladas de las Salinas de Pilluana - San

Martin

Aislado T-1 T-2 T-3 T-4 T-5 T-6

T-7 T-8 T-9 T-10 T-11 T-12 T-13 T-14

Bacilo
corto

Bacilo
corto

Morfologia

celular Bacilo

Bacilo Bacilo

Tincién Gram - - - - - -

Pigmentacion Crema Crema Crema Crema Crema

Morfologia

Morfologia

colonia Redonda

Redonda Redonda Redonda Redonda

% de sales
éptimo 7,5 5,0 12,5 7,5

pH éptimo 7 7 7 7

Temperatura
6ptima (°C) 37 37 37 37

Fisiologia

Catalasa
Oxidasa - - - - - -
Motilidad

Produccion de
indol

Produccién de
sulfuros
Oxidacion /
Fermentacion
de glucosa

Bioquimica

Tributirina
Tween 80
Aceite de Oliva
Caseina

N O = N R
_ o O Rk R
I R
N O N R =
O < = SN

Gelatina
Almidén 0 0 0 0 0

Nutricional
o O O N W N

Bacilo

Naranja

Amorfa Redonda Amorfa Redonda Redonda Redonda Redonda Amorfa

Bacilo  Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo

+ + + - - + + +

Crema Crema Crema Crema Crema Crema Crema Rosada

Redonda

2,5 7,5 2,5 5,0

7 7 7 7

37 37 37 37

N W R R RN
NN R W W N

RN R e e

N = W W W
e
[ e
S R R R e

1 2

Ensayo: +, positivo; -, negativo; O, oxidacion; F, fermentacion.

fermentan a la glucosa, no producen sulfuros ni
indol (tabla 1).

Caracteristicas nutricionales

Los aislados seleccionados presentaron
diferentes perfiles hidroliticos respecto a almidon,
caseina y gelatina; seis hidrolizan los tres sustratos,
cinco no hidrolizan almidoén ni caseina; y un aislado
no hidrolizé ninguno de los sustratos analizados
(tabla1).

DISCUSION

Los ambientes hipersalinos presentan
microorganismos adaptados a condiciones
adversas de pH, temperatura, concentracion

salina y composicidon ionica. Asi, las 14 bacterias
halotolerantes aisladas de las Salinas de Pilluana
presentan diferente grado de tolerancia salina
optima, lo cual les confiere ventajas para su uso
en la produccion de metabolitos o enzimas; y en
biotratamiento.

Todos los aislados resultaron ser bacilos:

Tamafio de halo de hidroélisis (mm):
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, ninguna; 1,1-3; 2,4-8;3,29

seis Gram positivos y ocho Gram negativos, en
este aspecto Ventosa y col, describieron que la
mayoria de las bacterias ambientales capaces de
producir enzimas hidroliticas son Gram negativas
pertenecientes a los géneros Halomonas y
Salinivibrio ®; similares resultados reportaron
Yeon y col, quienes estudiaron la diversidad
bacteriana de las Salinas de Korea, donde de
las 64 bacterias aisladas, 45 pertenecian a los
géneros Halomonas 'y Salinivibrio. En referencia
a los microorganismos Gram positivos, estos
autores determinaron que los géneros mas
representativos en ambientes hipersalinos son
Bacillus y Virgibacillus ©.

Con respecto a las caracteristicas
fisiologicas, se determind que los aislados son
alcalomesofilos, resultado concordante con
antecedentes que han descrito la existencia
de microorganismos de habitats tropicales
pertenecientes a esta categoria (10,11). La
concentracién salina optima estuvo entre 5,0
y 7,5% para ocho de los aislados; datos que
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difieren de los obtenidos por Larsen y Kushner
(1213) " quienes han descrito que la concentracion
optima de sal para la mayoria de bacterias
halotolerantes es de 8% de NaCl; no obstante,
ambos autores opinan que la concentracién
salina 6ptima depende del tipo de medio y
temperatura de crecimiento de las bacterias.

En el presente estudio se observd que
12 de los aislados fueron capaces de tolerar
concentraciones Salinas entre o y 25%, por lo que
en su mayoria podrian ser consideradas bacterias
halotolerantes extremas. Al respecto, recientes
investigaciones como la realizada por Mata y col.
(14 describen especies halotolerantes asociadas
al género Halomonas. Las caracteristicas
bioquimicas de los aislados fueron variadas; sin
embargo, los resultados obtenidos en los ensayos
de motilidad y produccién de catalasa fueron
positivos para todos. Los aislados T-7, T-9, T-13
y T-14 fueron positivos para la prueba de oxidasa.
Considerando los antecedentes bibliograficos y
similitud de las caracteristicas fenotipicas antes
mencionadas, se puede inferir que los cuatro
aislados pertenecen a la familia Bacillaceae, que
incluye a miembros de los géneros Bacillus y
Virgibacillus ©.

La capacidad hidrolitica de los aislados
T-7, T-8, T-9, T-11, T-12 y T-13 a sustratos
especificos como almidén, caseina y gelatina
permiten considerarlos como reservorios
de enzimas hidroliticas. En la actualidad,
los estudios realizados por Stosz y Garabito
(15,16) han descrito la produccion de enzimas
hidroliticas extracelulares a partir de bacterias
halotolerantes. Estas investigaciones responden
de manera general al creciente interés de
la industria biotecnolégica por desarrollar
procesos tecnologicos exigentes y limpios
utilizando microorganismos o sus enzimas.
En este aspecto, las bacterias halotolerantes
se adaptan a las exigencias del mercado por su
versatilidad para adaptarse a medios con y sin
sal.

CONCLUSIONES

Se aislaron e identificaron 14 bacterias
halotolerantes con actividad lipolitica
provenientes de suelos de las Salinas de

Pilluana, provincia de Picota (San Martin),
las cuales constituyen fuentes promisorias
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para la produccion de lipasas, asi como para el
tratamiento de residuos oleosos.
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