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RESUMEN

1. RESUMEN.

El principal componente de la pared celular son polisacaridos y son los compuestos
organicos mas abundantes encontrados en la naturaleza. Forman el 90% de la pared
celular vegetal y pueden ser divididos en tres grupos: celulosa, hemicelulosa y pectina.
Las pectinas son heteropolisacaridos que su componente principal es el acido

galacturénico (De Vries, 2001).

Las enzimas pectinoliticas o0 pectinasas son un grupo heterogéneo de enzimas que
hidrolizan a las sustancias pécticas. Estas enzimas tienen una gran aplicaciéon a nivel
industrial, especialmente en la industria de extraccion y clarificacion de jugos de fruta.
Existe una gran cantidad de microorganismos que son capaces de sintetizar estas
enzimas pero para fines industriales las mas utilizadas son las provenientes de hongos

microscopicos (Gummadi, S. N. 2001).

Sin embargo, también se ha encontrado un gran nimero de bacterias capaces de producir
estas enzimas. Las mixobacterias y citofagas pertenecen al grupo de bacterias
deslizantes y fructificantes de los suelos que generalmente se les detecta por la formacién
de cuerpos fructiferos sobre sustratos sélidos y se ha encontrado que son capaces de
secretar enzimas y degradar macromoléculas organicas. (Wolfgang, D. 2000). Sin

embargo, este grupo de bacterias no ha sido estudiado para dichos fines.

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad pectinolitica de este grupo de bacterias,
gue fueron aisladas de muestras de suelos; el cultivo in vitro de estos microorganismos
podria servir como una fuente productora de enzimas que lleven a cabo la degradacién de
polisacéaridos, teniendo presente su actividad celulolitica y pectinolitica. El uso de los
sustratos complejos permitira observar la posible capacidad y el potencial degradativo de

los polisacaridos presentes en la pared celular vegetal que posean estas bacterias.

Las mixobacterias y citofagas que fueron utilizadas en este trabajo fueron aisladas
previamente en el laboratorio en base a su presunta degradacién de la celulosa. Las
cepas aisladas fueron clasificadas por criterios morfologicos De las cepas seleccionadas
cuatro corresponden al orden de las Myxobacteriales y dos al orden Cytophagales.

Facultad de Quimica, UNAM.7



RESUMEN

Se evalué el crecimiento variando condiciones como pH (6, 6.5, 7 y 7.5) y temperatura
(22, 27 y 32°C) para poder determinar las mejores condiciones de crecimiento in vitro.
Posteriormente, se evalud si estas cepas eran capaces de crecer en pectina como Unica
fuente de carbono, se evalué el crecimiento en dos diferentes temperaturas (32 y 37°C)
con el fin de obtener la temperatura donde presentaran un mayor crecimiento; también se
evaluaron dos pH’s, pH 5 con el fin de saber si bajo condiciones de estrés presentan
actividad enzimatica como lo reporta la literatura y el pH 7 ya que fue el que present6 un
mejor crecimiento en las curvas de crecimiento realizadas. Se observé a pH 7 y
temperatura de 37°C un mejor crecimiento. Con el fin de estandarizar las mejores
condiciones donde pudieran presentaran una mayor actividad enzimatica se decidié
modificar la composicién del medio de pectina afladiendo un promotor de crecimiento
(extracto de levadura), y duplicar la cantidad de inéculo inicial y se cuantificaron los
azucares reductores liberados. Al utilizar el doble de inéculo inicial existi6 una mayor
produccién de acido galacturénico que en el medio con pectina con el promotor de

crecimiento; por lo que esto se tomo en cuenta para los experimentos posteriores.

Se incubaron las cepas con las condiciones descritas y se cuantificd la actividad
exopectinolitica de la enzima en las mismas condiciones; se registré un maximo de
actividad a las 72 horas de incubacion. La actividad endopectinolitica se midié por la
disminucion de la viscosidad del medio de pectina con medio mineral, observandose una

disminucion de mas del 50% después de las 24 horas de incubacion.

Se utilizaron como sustratos complejos piel de naranja y bagazo de manzana, productos
de desecho de la elaboracién de jugos. Se evalué el crecimiento a las mismas
condiciones evaluadas anteriormente de pH y temperatura. El crecimiento de las
mixobacterias y citofagas fue mucho mayor en los sustratos complejos que en el sustrato
de pectina como Unica fuente de carbono. De la misma manera, las actividades exo y

endo pectinoliticas fueron mayores en los sustratos complejos.
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GENERALIDADES

2. GENERALIDADES.

2.1 Residuos organicos y su tratamiento biotecnolog ico.

Los desechos organicos principalmente se componen de los residuos del procesamiento
de frutas y vegetales. Los problemas del tratamiento de desechos son altos en la lista de
problemas ambientales de la sociedad (Wattnapinyo, A. 2003). La respuesta puede recaer
en el uso de microorganismos efectivos para desintoxicar la tierra, descontaminar el
ambiente y promover métodos altamente sustentables de tratamiento de desechos en un

ciclo cerrado agricola y organico (Freitag, D. 2000).

El tratamiento de los residuos por via microbiana se basa en la biodegradacion de las
sustancias organicas presentes en aquellos y trae consigo varias ventajas como son: 1)
disminucion en el volumen de residuos organicos y 2) el riesgo biolégico ambiental es

controlado y puede ser compatible con otros sistemas (Freitag, D. 2000).

Se sabe que del proceso de produccion de una fabrica de frutas y vegetales el mayor
desecho industrial son las aguas residuales. Ademas de las aguas residuales, el siguiente
desecho importante en el proceso son desechos sélidos que incluyen cascaras, semillas,
pulpas o residuos después de la extraccion de jugos. También se generan trozos de
vegetales, residuos de tratamientos de preparacion, los cuales son perecederos y

necesitan un tratamiento apropiado y a tiempo (Wattnapinyo, A. 2003).

La pared celular de las plantas sirve de sustrato para la actividad de enzimas de bacterias
y hongos. Estas enzimas degradadoras de pared celular vegetal (pectinasas, celulasas y
xilanasas) juegan un papel importante en la naturaleza manteniendo el ciclo del carbono y
tienen diferentes aplicaciones a nivel industrial (Alvarez, A. 2005).

2.2 Pared celular vegetal.
La pared celular se compone de una estructura polimérica, proteinas, y sustancias
aromaticas; las microfibrillas de celulosa cristalina estdn encajadas en una compleja,

altamente hidratada y menos ordenada matriz de polisacaridos, con pequefias cantidades

de proteinas estructurales intercaladas en la matriz. Las moléculas de la pared

Facultad de Quimica, UNAM. 10
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experimentan cambios durante la division celular, expansion y diferenciacion, a su vez
deben proveer de fuerza, regular la porosidad y controlar la adhesion célula-célula
(Cosgrove, J. 1997; Waldron, K. 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Modelo de la pared celular primaria, muestra los principales polimeros estructurales y su arreglo en
la pared. Las pectinas forman un gel en el espacio entre las microfibrillas (Cosgrove, J. 1997).

Desde la perspectiva fisiol6gica la pared celular vegetal tiene las funciones de soporte y
forma celular, transporte, proteccion contra otros organismos y cambios en el ambiente y

reservas en el almacenamiento de nutrientes (Pérez, S. 2000; Waldron, K. 2003).

La clasificacion de los polimeros de la pared se ha basado en la estructura quimica y en
los métodos de extraccion. Existen tres principales categorias de polisacaridos en la
pared celular: pectinas, celulosa y hemicelulosa. Estos se encuentran asociados en
diferentes niveles con proteinas estructurales los cuales producen una estructura

inextensible y compuestos aromaticos (Waldron, K. 2003).

La hemicelulosa y la pectina, asi como los polimeros aromaticos de lignina, interactian
con las fibras de celulosa, creando una estructura rigida fortaleciendo la pared celular
vegetal. También forman enlaces covalentes entrecruzados, los cuales limitan el
crecimiento de la célula y reducen la habilidad de biodegradacién de la pared celular (De
Vries, 2001).

Facultad de Quimica, UNAM. 11
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La pectina forma un gel en el cual la red celulosa-hemicelulosa esta anclada; puede
actuar como relleno hidrofilico para prevenir la agregacion y el colapso de la red de
celulosa y para modular la porosidad de la pared celular a macromoléculas (Cosgrove, J.
1997).

La pared celular puede ser dividida en tres laminas, la lamina media, la pared celular
primaria y la pared celular secundaria, la cantidad de pectina presente disminuye en este
orden. En la pared celular secundaria puede estar virtualmente ausente. La pectina de la
lamina media es normalmente llamada “cemento intracelular” o “pegamento celular”
(Pilnik, W. et al. 1995).

El cambio en la textura es debido principalmente a cambios estructurales en la pared
celular. EI mayor y mas comin cambio en la estructura de la pared celular durante la

maduracion y almacenamiento esta relacionado con pectinas (Pilnik, W. et al. 1995).

2.2.1 Polisacaridos de la pared celular.

Los polisacaridos constituyen del 80 al 90% de los polimeros estructurales de la pared
celular de plantas, los cuales son los componentes organicos mas abundantes
encontrados en la naturaleza y por consiguiente se encuentra en diferentes tipos de
desechos principalmente generados por el procesamiento de frutas y verduras (Bayer, E.
et al. 2004.; Minic, Z., Jouanin, L. 2006). Se dividen principalmente en tres grupos:

celulosa, hemicelulosa y pectina.

2.2.1.1 Celulosa.

La celulosa representa el mayor constituyente de la pared celular, y consiste en un
polimero lineal de enlaces B-D-glucopiranosa con enlaces 1-4; que se condensan por
puentes de hidrégeno en estructuras cristalinas, llamadas microfibrillas. Ademas de la
estructura cristalina, la celulosa contiene regiones no cristalinas, amorfas, dentro de las
microfibrillas (De Vries. 2001). La celulosa tiene una muy alta fuerza extensible, es
insoluble en agua, quimicamente estable y relativamente inmune al ataque enzimatico
(Cosgrove, J. 1997).

Facultad de Quimica, UNAM. 12
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2.2.1.2 Hemicelulosa.

Son polisacéaridos heterogéneos y es la segunda estructura organica mas abundante en la
pared celular vegetal. El principal polimero que constituye a la hemicelulosa es el xilano,
el cual consiste en una cadena de residuos de D-xilosa unidos por enlaces B-1,4
(Waldron, K. 2003). Los xiloglucanos interactian con las microfibrillas de celulosa para la
formacion de puentes de hidrégeno, los que contribuyen a la integridad estructural de la
red de celulosa. La segunda estructura mas comun de hemicelulosa es el glucomanano,
el cual consiste en una cadena de residuos de D-manosa y D-glucosa. Una porcién de
los residuos de xilosa pueden tener otros azlcares unidos incluyendo B-galactosa y

disacaridos de fucosa y galactosa (Carpita, N. 1996).
2.2.1.3 Pectina.
Las sustancias pécticas son polisacaridos de alto peso molecular, cargadas

negativamente y acidas. La cadena principal la componen residuos de acido a-D-

galacturénico unido por enlaces (1,4) (Jayani, R. et al. 2005) (Figura 2).

' H ol

HOH ¥ H H HO

Figura 2. Estructura primaria de las sustancias pécticas (Jayani, R. et al. 2005).

Contiene dos regiones definidas. La regién “lisa” u homogalacturonano que consiste en un
esqueleto de residuos de acido a-D-galacturénico unidos por enlaces (1,4), los cuales
pueden estar acetilados en el O-2 o en el O-3, o metilados en el O-6. En la region
“vellosa” se pueden identificar dos estructuras diferentes. El ramnogalacturonano | es un
heteropolimero en el que los residuos de acido D-galacturénico del esqueleto estan
interrumpidos por residuos de L-ramnosa unidos por enlaces a(1,2), a los cuales pueden
unirse largas cadenas de arabinano y galactano mediante el C-4, y un xilogalacturonano

gue consiste en una cadena D-xilosa sustituida con galacturonano (Pérez, S. 2000).
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El ramnogalacturonano Il es un polisacarido de 30 unidades que contiene un esqueleto de
acido galacturénico, sustituido por 4 cadenas laterales que contienen ramnosa, arabinosa

y azlicares poco comunes como apiosa y metilfucosa (Pérez, S. 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Estructura esquematica de la pectina (Willats, W. 2006).

La Sociedad Quimica Americana clasifica a las sustancias pécticas en cuatro tipos

dependiendo del tipo de modificaciones en la cadena principal (Jayani, R. et.al. 2005):

v' Protopectina: es la sustancia péctica insoluble en agua en el tejido intacto. La
protopectina es de la que se producen las sustancias pécticas solubles.

v' Acido Péctico: es el polimero soluble de galacturonanos que contiene una minima
cantidad de grupos metoxilo.

v Acidos Pectinicos: es la cadena de poligalacturonano que contiene >0 y <75%
unidades de galacturonato metiladas.

v' Pectina: es el material polimérico en el cual, al menos, 75% de los grupos
carboxilo de las unidades de galacturonato estan esterificados con metanol. El

grado de esterificacion es un factor importante en la firmeza de la fruta.

La esterificacion de los residuos de acido galacturénico con metanol y/o acido acético es

importante para las caracteristicas funcionales de las sustancias pécticas. El grado de
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metilacion (DM) es definido como el porcentaje de los grupos carboxilo esterificados con
metanol. Si mas del 50% de los grupos carboxilo estan metilados, las pectinas son
llamadas pectinas de alto metoxilo (HM); si menos del 50% se encuentran metiladas, son
llamadas pectinas de bajo metoxilo (LM). Cuando al menos el 10% de los grupos
carboxilo se encuentran metilados, se habla del acido péctico (Pilnik, W. et al. 1995).

El consumo anual de pectina en todo el mundo es estimado aproximadamente de 45
millones de kilogramos. En la industria alimentaria es conocida principalmente como
agente gelificante, es ampliamente usada en la produccion de mermeladas, gelatinas,
jugos de frutas y rellenos de pasteleria. Las propiedades gelificantes dependen de varios
factores como lo son: temperatura, tipo de pectina, DE (grado de metilacidn), DA (grado
de acetilacion), pH, azucares y otros solutos como la presencia de calcio (Willats, W.
2006).

2.3 Bio-degradacion de los polisacaridos presentes en la pared celular de las

plantas.

La pared celular es la principal parte de la biomasa cruda la cual es utilizada en una
amplia variedad de procesos industriales. El primer paso en el procesamiento industrial de
la biomasa frecuentemente incluye la degradacion de la fraccion polimérica. Es por esto
gue las enzimas capaces de degradar la pared celular vegetal pueden utilizarse en
muchos procesos y proveen buenas alternativas a procesamientos quimicos (De Vries,
2001; Olsson, L. et al. 2003).

En investigaciones recientes en celulasas, hemicelulasas y pectinasas se revela el
potencial biotecnolégico en diferentes industrias, incluyendo la industria alimentaria, textil,
en la agricultura, pulpa y papel, entre otras (Bhat, M.K. 2000).

2.3.1 Enzimas pectinoliticas.
Las pectinasas son clasificadas de acuerdo a los siguientes criterios: si es preferido como
sustrato la pectina, el acido péctico o el oligo-D-galacturonato, si las pectinasas actiian

por trans-eliminacion o por hidrolisis, y si la ruptura es al azar (endo-, o enzimas

despolimerizantes o licuefactantes) o en el extremo (exo- 0 enzimas sacarificantes)
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(Gummadi, S. et al. 2003; Jayani, R. et al. 2005). Los tres principales tipos de pectinasas

son los siguientes: (Figura 4)

Protopectinasas (PPases): degradan la protopectina insoluble y elevan altamente
la solubilidad de la pectina. Son clasificadas en dos tipos, con base al mecanismo
de reaccioén, tipo A el cual reacciona en el sitio interno, y el tipo B reacciona en el
sitio externo de la molécula. Las enzimas catalizan la hidrélisis del &cido

poligalacturénico (Kashyap, D. et al. 2001).

Esterasas (Pectinesteras, PE, pectinmetilesteras, E.C. 3.3.3.11): catalizan la de-
esterificacion de la pectina eliminando los grupos metoxilo formando acido péctico
(Kashyap, D. et al. 2001).

Despolimerasas: catalizan la ruptura de los enlaces glucosidicos a-(1,4) en el
acido D-galacturénico de las sustancias pécticas, la pueden llevar a cabo de dos
formas: de manera hidrolitica (hidrolasas) o por B-eliminacion (liasas) (Kashyap, D.
et al. 2001).

a) Hidrolasas.

Las hidrolasas incluyen a las polimetilgalacturonasas (PMG) que catalizan el
rompimiento de los enlaces glucosidicos a-1,4. Pueden ser endo-PMG si rompen
los enlaces al azar en la cadena de pectina; y exo-PMG si causan rupturas

secuenciales del extremo no reductor de la cadena de pectina.

Otro tipo de enzimas hidrolasas son las poligalacturonasas (PG) que catalizan la
hidrélisis de los enlaces glucosidicos ao-1,4 en el acido péctico (&cido
poligalacturénico). También existen dos tipos: endo-PG (E.C. 3.2.1.15) que
catalizan la hidrélisis al azar de los enlaces glucosidicos a-1,4 en el acido
péctico; y exo-PG (E.C. 3.2.1.67) catalizan la hidrélisis en una forma secuencial

de los enlaces glucosidicos a-1,4 en el acido péctico.
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b) Liasas.

Las liasas llevan a cabo una ruptura no hidrolitica de los pectatos o pectinatos
caracterizado por una fractura de trans-eliminaciéon del polimero péctico.

Incluyen:

1. Polimetilgalacturonato liasas (PMGL): catalizan la ruptura de la pectina por
trans-eliminacion y son: endo-PMGL (E.C. 4.2.2.10) que catalizan al azar la
ruptura de los enlaces glucosidicos a-1,4 en la pectina; y exo-PMGL que

catalizan la ruptura por etapas de la pectina por trans-eliminacién.

2. Poligalacturonato liasas (PGL): catalizan la ruptura de los enlaces
glucosidicos a-1,4 en el acido péctico por trans-eliminacion. También
existen dos tipos: endo-PGL (E.C. 4.2.2.2) que cataliza la ruptura al azar de
los enlaces glucosidicos a-1,4 en el acido péctico; y exo-PGL (E.C. 4.2.2.9)
que cataliza la ruptura secuencial de los enlaces glucosidicos a-1,4 en el
acido péctico. Este grupo de enzimas pectinoliticas son el mayor grupo
encontrado en bacterias (Kashyap, D. et al. 2001; Gummadi, S. et al.
2003; Jayani, R. et al. 2005).
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Figura 4. Los diferentes tipos de pectinasas y su forma de accién. (a) R=H para PG y CH3; (b) PE y (c) R=H
para PGL y CHs. La flecha indica el lugar donde las pectinasas reaccionan con las sustancias pécticas. PMG
polimetilgalacturonasa, PG poligalacturonasa (EC 3.2.1 15) PE: pectinesterasa (EC 3.1.1 11), PL: pectinliasas

(4.2.2 10) (Jayani, R. et al. 2005).

Entre los principales métodos para la deteccién de la actividad de estas enzimas se
encuentran: medicion de la cantidad de acido D-galacturénico liberado, el incremento de
la cantidad de grupos reductores o por la disminucion en la viscosidad de la solucién del
sustrato; la cantidad de azlcares reductores puede ser medida por métodos
colorimétricos como con el reactivo 3,5-4cido dinitrosalicilico, o con el reactivo de

arsenimolibdato de cobre o actividad en agar en placa, entre otros (Feoli, M. et al. 1997).
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2.3.2. Aplicaciones biotecnoldgicas de las enzimas

La produccién de enzimas por microorganismos es preferida ya que son de rapido
crecimiento, pueden ser faciimente controlados durante el crecimiento y las enzimas
producidas son faciles de extraer. En algunos casos, los microorganismos producen
enzimas extracelulares haciendo la extraccién y la purificacién aun mas simple (Taylor,
A.J. 1991).

A lo largo de los afios, las pectinasas han sido utilizadas en varios procesos industriales
convencionales. Entre los procesos mas comunes en las que han sido utilizadas se
encuentran (Alkorta, I. et al. 1998; Jayani, R. et al. 2005):

% Extraccion de jugo de frutas.

La mayor aplicacion industrial de las pectinasas es en la extraccién de jugo de frutas y la
clarificacién. Las pectinas contribuyen a la viscosidad y la turbidez en el jugo de fruta. Una
mezcla de pectinasas y amilasas es utilizada para clarificar jugos de frutas (Kashyap, D.
et al. 2001).

Las enzimas de maceracién son generalmente utilizadas en dos pasos: 1) después del
prensado, para macerar la pulpa de fruta de manera parcial o para una total licuefaccién,
el cual no solo incrementa el rendimiento del jugo y reduce el tiempo del proceso, sino
gue incrementa la extraccion de componentes importantes de la fruta y 2) después de la
extraccion de jugo las pectinasas son utilizadas para su clarificacion. Por lo tanto,
disminuyen la viscosidad e incrementan la tasa de filtracion y la estabilidad del producto
final (Bhat, M.K, 2000).

* Procesos textiles.

Las pectinasas han sido utilizadas en conjunto con las amilasas, lipasas, celulasas y
hemicelulasas para remover agentes presentes en el algodén de una manera segura y
amable con el ambiente, remplazando a la sosa caustica utilizada para este propésito
anteriormente (Jayani, R. et al. 2005; Reddy, N. 2005).
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% Tratamiento de aguas residuales.

Los desechos de agua de industrias donde se procesan vegetales contienen pectina. El
pretratamiento de esta agua con enzimas pectinoliticas facilitan el retiro del material
péctico (Jayani, R. et al. 2005).

Otros procesos en los cuales las enzimas pectinoliticas son altamente utilizadas para la
mejora de rendimiento o la sustitucion del uso de productos quimicos es en la
fermentacién del café y té, en la industria de la pulpa y el papel, alimentos para animales,

extraccion de aceites, produccioén de vino, entre otros.

La habilidad de sintetizar pectinasas esta altamente distribuida dentro de todos los grupos
microbianos. La mayoria de las preparaciones comerciales de pectinasas son obtenidas
de hongos por ejemplo Aspergillus niger. Sin embargo se ha encontrado que existen
bacterias que producen enzimas pectinoliticas; entre ellas destacan Erwinia carotovora,
Agrobacterium tumefaciens, Bacteroides thelotamicron, Bacillus sp. (Jayani, R. et al.
2005).

En el afio 2000 la industria de las enzimas ha alcanzado un mercado de 1,600 millones de
ddlares. El 60% de la produccién de enzimas se realiza en Europa, el 40% restante en
EUA y Japén. Las celulasas, hemicelulasas y pectinasas forman el 20% del mercado
mundial de enzimas (Bhat, M.K, 2000).

2.4 Composicion y ecologia microbiana del suelo.

El suelo representa un complejo ecosistema en el cual las relaciones y las interacciones
entre los microorganismos también son complejas. La diversidad microbiana es critica
para el funcionamiento del ecosistema debido a la diversidad de procesos como la
descomposicion, los ciclos de nutrientes, agregaciones en el suelo y patogenicidad. Se
estima que en 1g de suelo puede existir mas de 10 millones de bacterias de posiblemente
4000-7000 especies diferentes (Dubey, K.S. et al. 2006).

Los principales grupos funcionales en la biota del suelo y en el proceso del ecosistema

incluyen: 1) micro simbidticos, 2) degradadores, 3) transformadores de elementos, 4)
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ingenieros del ecosistema del suelo, como gusanos de tierra y termitas, 5) parasitos del
suelo y 6) micro reguladores (Barrios, E. 2006) (Figura 5).
MICROFLORAAND MICROFAUMNA MESOFAUNA MACRO Y MECGAFALNA
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Figura 5: Clasificacion de tamafio de los organismos del suelo con base al ancho del cuerpo (Barrios, E.
2006).

La materia organica en el suelo es reconocida como crucial para la calidad del suelo y
para la regulacion de muchas de sus funciones. Generalmente, existen tres clases de
mecanismos que son considerados para estabilizar la materia organica en el suelo: 1) La
degradaciéon de macromoléculas organicas especificas por microorganismo y enzimas 2)
Estabilizaciéon quimica debido a varias interacciones de moléculas organicas,
condensacién en la superficie, o absorcion, conduciendo a la disminucién de la
disponibilidad de sustratos organicos y 3) proteccién fisica de sustratos organicos en
contra del acceso de agentes degradadores, causado por la oclusién del sustrato dentro
de los agregados (Ekschmitt, K. et al. 2005).

Las transformaciones de la materia organica del suelo, juegan un importante papel en los
ecosistemas naturales y en la agricultura (Paul, E. 1984). Los cambios en la materia
organica entrante, asi como, la distribucion de la basura dentro del perfil del suelo,

modifica las propiedades biolégicas, quimicas y fisicas del suelo (Poll, C. 2003).
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Los hongos y las bacterias son los principales agentes en la descomposicion de la basura
y en la mineralizaciéon de los nutrientes organicos en nutrientes inorganicos esenciales
para el crecimiento de las plantas. De la misma manera estos microorganismaos juegan un
papel cambiante en varios ciclos bioquimicos y son responsables de completar el ciclo de
compuestos organicos, como en los ciclos del carbono, oxigeno, nitrégeno, hidrégeno y
fosforo (Kirk, L.J. et al. 2004).

Los microorganismos necesitan producir exoenzimas que convierten compuestos
poliméricos, como la celulosa, lignina, pectina y hemicelulosas, en pequefias moléculas
gue pueden ser asimiladas. Las enzimas mas relevantes en este aspecto son las que
rompen las fibras de las plantas como las celulasas, hemicelulalasas, pectinasas y fenol
oxidasas (Romani, A. et al. 2006).

La descomposicion completa de los residuos de plantas requiere de las acciones
combinadas de un amplio grupo de microorganismos. Sin embargo, se asume que las
bacterias descomponen principalmente polisacaridos y compuestos poliméricos después
de una previa descomposicion llevada a cabo por hongos. Las bacterias y los hongos, con
sus respectivas capacidades de secretar enzimas actdan juntos para llevar a cabo la
descomposicion y mineralizacion de los residuos de plantas (Romani, A. et al. 2006).

En varios grupos de bacterias se ha observado un quérum de deteccién (quorum sensing
QS) que es un mecanismo de comunicacion célula-célula en las bacterias y se refiere a
gue ciertos rasgos solo son expresados cuando las bacterias se encuentran juntas. Esto
les permite actuar de manera coordinada y refuerza la nocion del beneficio de las
bacterias de un comportamiento grupal cooperativo para sobrevivir, competir, persistir en
la naturaleza o colonizar un huésped en particular (Von Bodman, S. et al. 2003).

Un grupo comun de bacterias heterotréficas del suelo son las bacterias deslizantes como
las mixobacterias y las citofagas; las mixobacterias, a diferencia de las citofagas, se
distinguen por la formacién de cuerpos fructiferos que pueden se observados a simple
vista, la formacién de dichos cuerpos la llevan a cabo bajo estados de inanicién para

poder sobrevivir a condiciones extremas del ambiente (Reichenbach, H. 2001).
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2.4.1 Bacterias deslizantes: Mixobacterias y Citofa  gas.

Las bacterias deslizantes, son un grupo filogenéticamente heterogéneo. La caracteristica
gue las define es su movimiento deslizante. Principalmente existen dos tipos de bacterias
deslizantes; el orden de los Myxobacteriales y las Cytophagales; que comparten ciertas
caracteristicas como lo es la forma del bacilo o la composicion de la pared celular; sin
embargo, no todas la caracteristicas de los dos grupos son especificas o discriminativas
para este tipo de bacterias, aunque algunas son prerrequisitos para el movimiento
deslizante como lo es la arquitectura de la pared celular y la composicion y produccion del
limo (Reichenbach H., Dworkin, M. 1981).

Algunas bacterias deslizantes se mueven lentamente, o se mueven solo durante ciertas
fases de su crecimiento, asi que la observacién directa del deslizamiento podria no ser
posible. En algunos casos, el deslizamiento puede ser algunas veces deducido por la
presencia del limo dejado en el camino por las células en movimiento (Reichenbach H.,
Dworkin, M. 1981).

2.4.2 Myxobacteriales.

Las mixobacterias son bacterias deslizantes, bacilos Gram negativos, unicelulares; que se
presentan en los suelos. Son caracterizadas debido a su deslizamiento sobre las
superficies y por tener un complejo ciclo de desarrollo. Son capaces de deslizarse en
contacto con la superficie sélida o en la interfase agua-aire, pero no cuentan con
organelos locomotores detectables. Las células de las mixobacterias son bacilos que,
dependiendo del suborden, miden de 0.6-0.9um de ancho y 3-8um de largo (Dworkin, M.
1996; Reichenbach, H. 1999).

Son quimiorgandtrofos, mesdfilos, aerobios estrictos, la produccion de energia la llevan a
cabo por respiracion y no por fermentacion. Tipicamente producen enzimas capaces de
hidrolizar macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos, ésteres de acidos grasos y
varios polisacaridos incluyendo, en algunas especies, celulosa. También son capaces de
lisar a otros microorganismos eucariotas y procariotas. Su multiplicacién se lleva a cabo
por fision binaria transversal (Dworkin, M. 1996). El genoma de las mixobacterias es un

cromosoma tipico de bacterias en forma de anillo con 9450 kpb. EI DNA de las
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mixobacterias contiene una concentracion de GC de entre 64-72% (Reichenbach H.,
Dworkin, M. 1981; Wolfgang, D. 2000).

El rango de pH para su crecimiento es muy amplio, aproximadamente de 6.5 a 8.5,
solamente las mixobacterias celuloliticas pueden crecer a un pH mas bajo, de 5.0. La
temperatura 6ptima usualmente es entre 32 y 36°C y puede existir un maximo alrededor
de los 38°C. Se pueden propagar en un rango de temperatura de 9-38°C, el tiempo de su
generacién se encuentra entre 4 a 12 horas (Shimkets, L. 1990; Wolfgang, D. 2000).

El principal habitat de las mixobacterias es el suelo, siendo su presencia muy comun y
ampliamente distribuidas (Reichenbach H., Dworkin, M. 1981). Sin embargo,
frecuentemente se encuentran en estiércol de herbivoros, material vegetal en
descomposicion y en la corteza de arboles. Aunque las mixobacterias generalmente
prefieren suelos con un pH neutro también han sido reportadas en suelos acidos (pH 3.7)
y alcalinos (pH 8-9.2) (Wolfgang, D. 2000).

Las mixobacterias se distinguen de otras bacterias por su comportamiento social Unico,
basado en un sistema de comunicacion de interacciones célula-célula. Lo mas notable es
la formacion de cuerpos fructiferos multicelulares que contienen mixoesporas. La mayoria
de los estudios en la biologia del comportamiento social se han limitado a una especie:

Myxococcus xanthus (Shimkets, L. 1990).

En el comportamiento social participan miles de células y dependen de tres propiedades
interrelacionadas de las células: la secrecion de diferentes moléculas, el movimiento
deslizante y la interaccion mediante el contacto célula-célula (Shimkets, L. 1990).

Las células se encuentran envueltas en una pared celular de diferentes capas, incluyendo
una capa delgada de peptidoglucano. La membrana exterior consiste en proteinas,
fosfolipidos y lipopolisacaridos. Las células por lo general se encuentran embebidas en un
“limo” o “slime”, siendo ésta una sustancia viscosa y espesa (Shimkets, L. 1990;
Wolfgang, D. 2000).

Todas las mixobacterias conocidas estan unidas en un Unico orden, Myxobacteriales, las
cuales pueden ser divididas en dos subérdenes: Cystobacterineae y Sorangineae. Los
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miembros de los subdrdenes se diferencian principalmente en la forma celular, en la
manera en la que las mixoesporas son formadas, en el tipo de acidos grasos, en la
naturaleza de su limo y en su habilidad para utilizar compuestos inorganicos nitrogenados
(Reichenbach H., Dworkin, M. 1981; Dworkin, M. 1996; Wolfgang, D. 2000).

Grupo | degradadores de celulosa, suborden Sorangineae, es capaz de utilizar
compuestos inorganicos nitrogenados. Tienen requerimientos nutricionales simples,
mientras que su crecimiento es a base de celulosa y glucosa, la formacion de celulasas es
reprimida por contenidos altos de azlcares. Son bacilos cilindricos rigidos con bordes
redondos de hasta 1um de ancho y hasta 10um de largo (Dworkin, M. 1996; Wolfgang, D.
2000).

Grupo Il suborden Cystobacterineae representa la mayoria de las especies de las
mixobacterias, las cuales no son capaces de hacer uso de la celulosa; su crecimiento
depende de los aminoacidos presentes, sustratos como las peptonas, oligopéptidos o
aminoacidos simples. Estos organismos pueden sobrevivir a base de otros
microorganismos, los cuales pueden degradar por una variedad de exoenzimas
hidroliticas (proteasas, nucleasas, lipasas, enzimas que pueden levar a cabo la lisis de la
pared celular). Son bacilos pequefios, usualmente flexibles, de hasta 1um de diametro y
hasta 20um de largos (Dworkin, M. 1996; Wolfgang, D. 2000).

Las mixobacterias degradadoras de celulosa compiten con los hongos por el sustrato
mientras que las mixobacterias proteoliticas viven en competencia con otros
degradadores de materia organica (Zhang-Cai Y. 2003).

La mayoria de las mixobacterias desarrollan pigmentacion, especialmente cuando crecen
bajo la luz, ya que la sintesis de pigmentos es estimulada por la luz. Si las células durante
su fase exponencial del crecimiento son expuestas a la luz, se provoca la induccién de la
sintesis de carotenoides que se acelera al alcanzar la fase estacionaria (Dworkin, M.
1996).
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2.4.2.1 Movilidad y Swarming.

Las mixobacterias presentan un comportamiento social que se expresa de manera
colectiva para la ingesta de alimento. Este movimiento es acompafiado por el plegamiento
de las células y la secrecion del limo. Las mixobacterias deslizantes al desplazarse dejan
rastros de la mucosidad secretada detras de ellas y otras células pueden moverse sobre
dichos rastros. Esta mucosidad ha sido descrita como un complejo de proteina-
polisacéarido-lipido. Pueden contribuir ocasionalmente al deterioro de materiales como las
fibras de celulosa. No cuentan con organelos extracelulares de movimiento como flagelos.
La estructura de la capa de peptidoglucano puede servir como un instrumento para las

contracciones de la célula (Dworkin, M. 1996; Wolfgang, D. 2000).

Las células deslizantes frecuentemente se mueven en grandes y organizados grupos
conocidos como enjambres o “swarms”; el “swarming” es el esparcimiento multicelular que
llevan a cabo las bacterias sobre una superficie; los miembros mantienen contacto
continuo con las células adyacentes durante el movimiento. Debido a la proximidad de las
células, las moléculas secretadas por una célula pueden beneficiar a ambas, a la
productora y a las células vecinas. La movilidad de las mixobacterias es determinada por
la temperatura, la concentracién de nutrientes y la densidad original de las células
(Shimkets, L. 1990; Wolgemuth, Ch. 2002).

2.4.2.2 Comunicacion celular: formacién del cuerpo fructifero y mixoesporas.

La capacidad de formar cuerpos fructiferos es la propiedad mas interesante de las
mixobacterias. Bajo las condiciones ambientales apropiadas, las células se agregan y
forman cuerpos fructiferos que contienen limo y células y que frecuentemente son
coloridos. Pueden ser blancos, cafés, amarillos brillante, naranjas, rojos o lilas, pueden
ser de dimensiones macroscoépicas, su tamafio varia entre 10 y 100um. Las células dentro
de los cuerpos fructiferos se convierten en células en estado latente llamadas
mixoesporas (Dworkin, M. 1996; Wolfgang, D. 2000).

La formacion del cuerpo fructifero es inducida por una deficiencia nutricional y es

controlada por la concentracién de nutrientes, pH, cationes y temperatura. Es una

morfogénesis cooperativa por las células vegetativas del enjambre. El proceso sigue una
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secuencia particular (Grilione, P. y Pangborn, J. 1975; Dworkin, M. 1996, Shimkets L.
1999; Wolfgang, D. 2000):

1. Un gran nimero de células del enjambre (10°-10") pierden su individualidad fisica
durante la morfogénesis.
El crecimiento vegetativo de los bacilos cesa.
En ciertas posiciones de la colonia las células forman agregados.
Las moléculas secretadas en la superficie de la célula provoca sefiales para que
las células se mantengan unidas.

5. La consecuencia es una aglutinaciéon no estructurada de masas celulares que se
autolisan.

6. La formacién de elementos estructurales especiales como los esporangios
comienza.

7. Laforma caracteristica del cuerpo fructifero es definida.

8. Durante la fase de la maduracion las células vegetativas son transformadas a

mixoesporas por una morfogénesis celular.

El proceso completo de la formacion del cuerpo fructifero dura de 12 a 14 horas bajo las

condiciones éptimas.

En la Figura 6 se muestra la morfogénesis del cuerpo fructifero de Myxococcus xanthus,
que se ha estudiado por microscopia electrénica; al principio del desarrollo se observa
que las células se han acomodado en forma de espiral; continua la agregacion hacia el
centro; antes de terminar el agregado la esporulacion comienza del interior hacia la
periferia; de tal manera que a las 24 horas se puede observar el cuerpo fructifero ya
formado (Schimkets, L. 1990).
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10?"1
Figura 6. Microscopia electronica de Myxococcus xanthus durante la formacion del cuerpo fructifero
(Schimkets, L. 1990).

La formacion de las mixoesporas ocurre dentro de los esporangiolos que estan
madurando y de los cuerpos fructiferos. El propésito de la formacién de las mixosesporas
es la supervivencia de las mixobacterias durante condiciones de vida no favorables como
periodos de frio y calor, deshidratacion, pH acido y estados de inanicién; son resistentes a
ondas ultrasénicas y radiaciones ultravioletas (Dworkin, M. 1996). La resistencia a la
temperatura, sin embargo, solo es un poco mejor que en las células vegetativas, ya que
las mixoesporas pueden sobrevivir a 58-62°C por 10-60 minutos (Reichenbach H.,
Dworkin, M. 1981).

El propésito de los cuerpos fructiferos es el comienzo de un nuevo ciclo de vida con una

gran poblacién, para hidrolizar biopolimeros extracelulares utilizando exoenzimas vy, asi,
utilizar las fuentes nutricionales con una maxima eficiencia (Dworkin, M. 1996).
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2.4.3 Cytophagales.

Son bacterias deslizantes en forma de bacilos, unicelulares, Gram negativos, aerobios,
caracterizados por una extrema flexibilidad y baja refractibilidad; a diferencia de las
mixobacterias, no llevan a cabo la formacién de cuerpos fructiferos (Reichenbach H.,
Dworkin, M. 1981).

Son encontradas en una gran cantidad de habitats que son ricos en materia organica
como suelos, las cortezas de arboles, material vegetal en descomposicion o en estiércol
de herbivoros; principalmente se encuentran en suelos con pH neutro o cercano, su
temperatura de crecimiento 6ptima esta entre los 20-30°C y el contenido de GC se
encuentra entre 33-42% (Reichenbach H., Dworkin, M. 1981).

Muchos miembros de los Cytophagales son degradadoras de polimeros, incluyendo agar,
celulosa, pectina, quitina, queratina y proteinas. Debido a que estos microorganismos se
encuentran en gran cantidad en el suelo, probablemente jueguen un importante papel en

el equilibrio de la naturaleza (Reichenbach H., Dworkin, M. 1981).

Las citofagas llevan a cabo también un desplazamiento lento, existe una aparente
coordinacion entre las diferentes células que estan en la masa celular. Si bien, no existe
una conexion fisica evidente entre las células, la direccion y la velocidad del movimiento
de algunas células en el apice controla las actividades de una gran cantidad de células
gue las siguen (Figura 7).
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Figura 7. 7.1 Cytophaga krzemieniewskii. Borde de la microcolonia al comenzar el desplazamiento de las

células vegetativas. 7.2 Cytophaga krzemieniewskii. El borde de la colonia horas después que en 7.1; la

irregularidad en los campos se debe a la fusion de masas separadas. 7.3-7.5 Cytophaga krzemieniewskii.

Etapas sucesivas en el desarrllo de las masas en movimiento, durante un periodo de 10 minutos. (Stanier,
R.Y. 1940).

Para que lleven a cabo el deslizamiento es necesario que las células estén en contacto
con una superficie, solida o liquida como una pelicula de agua, vidrio, agar, celulosa o
inclusive otras células. EI movimiento lineal o plegamiento de las células, se ve afectado
por la concentracion de oxigeno y la temperatura. En lugares muy hdmedos, todo
movimiento cesa después de un cierto tiempo, excepto en los bordes y junto a burbujas
de aire. El movimiento de las citofagas en el suelo se puede notar de 28 a 30°C; en la
medida en que la temperatura baje, se reduce el movimiento, llegando a 20°C donde el

movimiento es muy poco (Stanier, R.Y. 1940).

Muchos organismos de este grupo muestran cambios en la forma celular, los cuales
pueden ser en células esféricas (microcistos), o resultan en poblaciones altamente
pleomorficas. Las colonias de casi todos los miembros de las Cytophagales son amarillas,

naranjas o rojas.
La mayoria de las bacterias del orden de las Cytophagales pueden ser cultivadas en

medios relativamente simples. El extracto de levadura estimula su crecimiento

apreciablemente. El azlcar tiene dos efectos: es una fuente de carbono y de energia
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conveniente y es parcialmente transformada en acidos que retrasan el aumento del pH del

medio, asi como la produccién de amonio a partir de los aminoacidos.

2.5. Sustratos complejos.

Los sustratos complejos que se utilizaron en este trabajo fueron residuos organicos
obtenidos del procesamiento en la elaboracion de jugos de fruta. El uso de estos sustratos
permitié6 observar de una manera mas precisa el comportamiento de las bacterias en un
ambiente mas parecido del cual fueron aisladas. Los sustratos complejos utilizados

fueron:

2.5.1. Manzana (Pyrus malus L.).

Es el fruto del manzano, arbol de la familia de las Rosaceas. La facilidad de adaptacion de
este arbol a diferentes climas y suelos, el valor nutritivo de sus frutos y la resistencia a las
mas bajas temperaturas permiten cultivarlo a gran escala en todos los paises de clima
relativamente frio. Existen mas de mil variedades de manzanas en todo el mundo La
composicion quimica de la manzana es aproximadamente: 85% de agua, 10.5% de
carbohidratos, 2.3% fibra, 0.3% proteinas, 0.4% grasa y 0.2% cenizas (Root, W. 2005).

2.5.2 Naranja.

La naranja es el fruto del naranjo dulce, arbol que pertenece al género Citrus de la familia
de las Rutaceas. Existen principalmente dos especies de las naranjas comerciales: Citrus
sinesis o la naranja dulce Citrus aurantium. El arbol se adapta a una gran variedad de
climas (Kimball, D. 2005).

La composicion por 100g de porciéon comestible es de 8.9g carbohidratos, 2.3g fibra,
200mg potasio, 15.2mg magnesio, 41mg calcio, 50.6mg vitamina C, 38.7ug acido fdlico,
49ug beta-caroteno (provitamina A); el tipo predominante de fibra en la naranja es la
pectina, la cual conforma del 65 al 70% de la fibra total; la fibra restante esta en forma de
celulosa, hemicelulosa y cantidades trazas de lignina. La cantidad de fibra es apreciable y
ésta se encuentra sobre todo en la parte blanca entre la pulpa y la corteza (Kimball, D.
2005).
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OBJETIVOS.
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3. OBJETIVOS.

Objetivo General.

*

Evaluar la actividad pectinolitica de mixobacterias y citofagas, aisladas de

muestras ambientales.

Objetivos Particulares.

*

*

Identificar a las mixobacterias por la formacién de cuerpos fructiferos.

Determinar la morfologia macroscopica y microscépica de mixobacterias y
citofagas.

Determinar condiciones adecuadas de cultivo in vitro de mixobacterias y citofagas.
Determinar las condiciones apropiadas de temperatura y pH para su crecimiento in
vitro de las cepas aisladas.

Determinar las condiciones de mejor crecimiento de las bacterias utilizando
pectina como Unica fuente de carbono.

Evaluar la actividad enzimatica (endo y exo) pectinolitica de las mixobacterias y
citofagas en pectina.

Evaluar el crecimiento y la capacidad enzimatica (endo y exo) en sustratos
complejos.

Cuantificar la cantidad de proteina producida en el cultivo y su relacion con la

actividad enzimatica.
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METODOLOGIA.
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4. METODOLOGIA.

Se utilizaron cepas previamente aisladas en el laboratorio. El aislamiento se realiz6 de
diferentes muestras de suelos urbanos y semi-urbanos de la Cd. De México; dichas
muestras fueron tratadas con fungicida (Benomil) para eliminar hongos y posteriormente
se dejaron secar en una estufa a 27°C durante 7 dias. Una vez secas las muestras se

guardaron en bolsas estériles a temperatura ambiente dentro del laboratorio hasta su uso.

Se colocaron las muestras en Cajas Petri con silica gel como soporte y papel filtro como
Unica fuente de carbono; se les agregdé medio mineral adicionado con cicloheximida, para
evitar el crecimiento de hongos. Se incubaron a temperatura ambiente en camaras
himedas durante 3 semanas. Se observaron con un microscopio de disecciéon con un
aumento de 10x, cada 4 dias para identificar la aparicion de cuerpos fructiferos. El criterio
de aislamiento se basé en la busqueda de cuerpos fructiferos y de las caracteristicas
macroscopicas con la ayuda de la clave de identificacion segun Reinchenbach
(Reinchenbach, H. 1990). Se tomaron muestras de los cuerpos fructiferos en el caso de
las mixobacterias y de las zonas donde se presentaba la presunta degradacion de la
celulosa del papel filtro en el caso de las citofagas. Se resembraron hasta la obtencion de
colonias puras y aisladas.
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Diagrama general.

Clasificacion e identificacion del microorganismo.

Determinacion de condiciones de crecimiento in vitro
(pH y temperatura) en medio selectivo CY

Determinacion de condiciones de crecimiento en
pectina como fuente de carbono.

pH y Temperatura. Adicion de promotor de Indculo inicial.
crecimiento.

Evaluacion de la actividad enzimatica pectinolitica en

pectina.
Actividad Actividad endopectinolitica Evaluacion cualitativa
exopectinolitica (Reduccion de Viscosidad) enzimatica en placa.
(Método DNS)

Cuantificacion de proteina secretada.

Electroforesis en geles desnaturalizantes.

Evaluacion del crecimiento en sustratos complejos.

Evaluacion de la actividad enzimatica en sustratos complejos.
Actividad Actividad endopectinolitica

exopectinolitica (Reduccion de Viscosidad)
(Método DNS)

| Cuantificacion de proteina secretada. |

Facultad de Quimica, UNAM. 36




METODOLOGIA

4.1 Clasificacion e ldentificacion.

La clasificacion de las mixobacterias se basa principalmente en criterios morfoldgicos
debido a que la informacion fisiolégica esta restringida a muy pocas cepas de
mixobacterias. Por esta razon, para una clasificacion inicial se evaluaron las

caracteristicas generales de los cuerpos fructiferos presentes color, tamafio y forma.

Las citofagas se identificaron segun “The Shorter Bergey's Manual of Determinative

Bacteriology”.

Una vez asiladas se evalué su morfologia macroscépica y microscépica con ayuda de los
siguientes criterios:

a) Morfologia colonial.

Una vez aislada la muestra se sembré en placa de Agar McConkey para estar seguros de
gue eran bacilos Gram negativos y se incubaron durante 24hrs a 37T, para
posteriormente determinar la morfologia colonial en medio selectivo para mixobacterias y
citofagas.

Para determinar la morfologia colonial se sembraron en medio agar CY (ver anexos); las
caracteristicas generales estudiadas fueron: forma de colonia, del borde, aspecto, color y

consistencia.

Se incubaron en las placas del medio CY durante 24hrs a 37<C, para su conservacion se
resembraron (2 veces por semana) y posteriormente se mantuvieron en refrigeracion.

b) Caracteristicas microscopicas.
Con la finalidad de asegurar la pureza de las colonias aisladas y comprobar sus
caracteristicas microscopicas como mixobacterias se realizé una tincion de Gram. Las

caracteristicas micromorfolégicas estudiadas fueron: forma de célula vegetativa y reaccién

a la tinciéon de Gram.
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c) ldentificacion con ayuda de pruebas bioquimicas.

Se efectuaron distintas pruebas bioquimicas para caracterizar a las cepas aisladas; las
pruebas bioquimicas se enfocaron en obtener informacion para bacilos Gram negativos
como el uso de fuentes de carbono, degradacién de polisacaridos, tipo de respiracion y
metabolismo, ademas de pruebas de resistencia a antibiéticos.

Las pruebas bioquimicas realizadas principalmente son las sugeridas para los bacilos
Gram negativos por McCurdy (1994) y el Manual Bergey's: fuente de carbono (manitol,
sacarosa, citrato, glucosa, lactosa y galactosa), catalasa, hemdlisis, produccion de H,S,
indol, LIA, urea, fenilalanina y reduccion de nitratos y degradacion de macromoléculas
(agar, almidén, gelatina y quitina) (ver anexos).

La resistencia a antibioticos se realizd6 con ayuda de antibiogramas (BioRad) para bacilos
Gram negativos. Se observaron halos de inhibiciéon producidos tras una incubacién de 24h
a 37T en agar nutritivo, el cual fue inoculado a p artir de muestras procedentes del medio
CY por extension en placa; los antibioticos utilizados fueron: amikacina, ampicilina,
cefalotina, ceftriaxona, cloranfenicol, dicloxacilina, enoxacina, eritromicina, gentamicina,
netilmicina, penicilina y timetoprim-sulfametoxazol.

4.2. Determinacion de condiciones de crecimiento in vitro en medio selectivo CY.

Para determinar las condiciones en las que presentan un mejor crecimiento en el cultivo in
vitro, se estudiaron dos variables: temperatura y pH. Las temperaturas evaluadas fueron
(22, 27 y 32°C) y los siguientes pH’s (6, 6.5, 7 y 7.5). Las cepas utilizadas se incubaron en
matraces Erlenmeyer con 25mL de medio selectivo para mixobacterias y citofagas (CY,
ver anexos); el indculo inicial para cada uno de los matraces fue con una concentracion
aproximada de 1x10° células/mL obtenidas de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento, cuantificadas indirectamente por densidad &ptica a A=660 nm en

espectrofotémetro modelo Pharmacia LKB Ultrospec Ill UV/visible.
Se tomaron muestras cada dos horas a partir de las 12 horas de incubacion para realizar

curvas de crecimiento; se midié la masa celular por densidad 6ptica, a una A=660nm, en

un espectrofotémetro.
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4.3. Determinacién de condiciones de crecimiento ut ilizando a la pectina como

fuente de carbono.

Se sembraron las cepas en matraces Erlenmeyer con 25mL del medio liquido con pectina
(Sigma) al 1% (p/v) (ver anexos). También se estudiaron dos variables: temperatura y pH,
tomando como base las condiciones determinadas anteriormente (4.2). Los pH’s
evaluados fueron 5y 7, ajustando el pH del medio con buffer de acetatos pH 5 100mM y
buffer de fosfatos pH 7 100mM (ver anexos), respectivamente. Las temperaturas

evaluadas fueron 32 y 37°C.

Se inocul6 con 1x10° células/mL obtenido de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento, se incubaron a las diferentes temperaturas a evaluar con agitacion constante
de 200rpm en una incubadora con agitacion orbital; se midié el incremento de la masa

celular por espectrofotometria a A=660 nm cada 24 horas.

4.4 Comparacion del crecimiento y produccion de aza  cares reductores, variando la
composicion del medio y la cantidad de in6culo inic ial.

Se evaluaron dos diferentes composiciones del medio y diferente concentracion de
in6culo inicial con el fin de observar la repercusién en el crecimiento y en la produccién de

azlcares reductores para, posteriormente, evaluar la actividad enzimatica.

Primero se incubaron las seis cepas en el medio de pectina 1% (p/v) con un inéculo de
1x10° células/mL.

Posteriormente se incubaron en el medio de pectina 1% (p/v) adicionado con el promotor
de crecimiento, extracto de levadura (YE) 0.01%. Se inocul6 con 1x10° células/mL.

Por ultimo, se incubaron en el medio liquido de pectina 1% (p/v) y se inoculd el

microorganismo con el doble de indculo inicial (2x10° células/mL).
En cada caso se utilizaron 25mL del medio respectivamente en matraces Erlenmeyer, se

incubaron a 37°C con agitacion constante 200rpm. Los inéculos iniciales se obtuvieron de

un cultivo en su fase exponencial.
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a) Crecimiento.

Se realizaron curvas de crecimiento midiendo la masa celular por espectrofotometria a

A=660 nm cada 24 horas para todos lo casos.

b) Cuantificacién de azucares reductores por el método del acido 3,5- dinitrosalicilico
(DNS) (Miller, 1959).

De los cultivos descritos previamente se tomaron alicuotas de 2mL, cada 24 horas, se
centrifugaron a 7000rpm; del sobrenadante se tomé 0.1mL, se agregaron 0.9mL de H,O
destilada y se siguié el método DNS de cuantificacion de azulcares reductores (ver

anexos).

4.5 Cuantificacion de la actividad enzimatica exope  ctinolitica.

Para determinar la actividad exopectinolitica se llevé a cabo la cuantificacion de azlcares
reductores por el método DNS. Se incubaron las cepas en el medio pectina 1% (p/v) en
matraces Erlenmeyer con 25mL del medio y con agitaciéon constante de 200rpm y las
condiciones determinadas previamente de pH, temperatura, composicién del medio y
cantidad de inéculo. A partir de las 24 horas de incubacion se tomaron alicuotas de 2mL
en tubos de ensaye estériles y se centrifugaron a 7000rpm. Del sobrenadante se tomo
0.1mL y se agreg6 a una mezcla que contenia 0.5mL del medio liquido de pectina (Sigma)
1% (p/v) y 0.4mL de buffer de fosfatos 100mM pH=7; la mezcla de reaccion se incub6 en
un bafo de agua a 37°C durante 1 hora. Al término se sigue el mismo procedimiento de
cuantificacion de azucares reductores por el método DNS (ver anexos). Una unidad (U) de
actividad pectinolitica se define como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la
produccién de 1umol de acido galacturénico por minuto en las condiciones de reaccion.

4.6 Evaluacion de la actividad enzimatica endopecti  nolitica.
La actividad endopectinolitica se evalu6 mediante la disminucién de viscosidad del medio

de pectina (Sigma) al 2.5% (p/v). Se inoculé el microorganismo (2x10° células/mL), se

incubaron a 37°C con agitacion constante a 200rpm. Se midié la reduccién de la
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viscosidad del medio con un viscosimetro Brookfield Engineering Laboratorios Inc. cada

24 horas durante 5 dias; utilizando un vastago No. 1 a una velocidad de 6 rpm.

Cada cepa se inocul6é por duplicado en frascos de plastico que contenian 500mL del
medio con pectina al 2.5% y cicloheximida (200ug/mL) para evitar contaminacion por

hongos.

Los porcentajes de disminucién de la viscosidad se calcularon mediante la siguiente
ecuacion:
Vb-Vm
Vb

Donde Vb: es la viscosidad del blanco y Vm es la viscosidad de la muestra problema. La

*100 = % de disminucion de Viscosidad Relativa

muestra blanco consistié en una solucién de pectina al 2.5% (p/v).

4.7 Evaluacioén cualitativa de la actividad pectinol  itica mediante el método en placa

con colorante Rojo de Rutenio.

La actividad pectinolitica de cada cepa fue determinada de manera cualitativa en dos

diferentes placas:

a) Placas con pectina: se sembraron las cepas por triplicado en placas con pectina
(0.5% p/v) y 1% agar; a un pH 7 y fueron incubadas a 37°C por 24 y 48 horas. Al
término de las 48 horas fueron tefiidas con una solucién del colorante rojo de
rutenio (0.05% p/v).

b) Placas con acido péctico: se sembraron las cepas por triplicado en placas con
acido péctico (0.5% p/v) y 1% agarosa; a un pH 7 y fueron incubadas a 37°C por
24 y 48 horas. Al término de las 48 horas fueron tefiidas con una solucién del

colorante rojo de rutenio (0.05% p/v).

Se inocularon las cajas con una alicuota de 500uL de un cultivo en su fase exponencial.
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4.8 Cuantificacion de proteina.

El procedimiento de cuantificacién de proteina esta basado en el método disefiado por
Bradford (1976), el cual es un procedimiento para determinar la concentracion de
proteina soluble. Implica la adicidon de un colorante acido a la solucién de proteina, y se
mide su absorbancia a A=595nm. Se compara con una curva estandar que proporciona la
concentracion relativa de proteina. El colorante azul brillante de Coomassie G-250
(Ensayo de Bio-Rad, reactivo de Bradford), cambia de color en respuesta a diferentes
concentraciones de proteina. La absorbancia maxima para una solucion acida del azul

brillante de Coomassie varia desde A=465nm a A=595nm cuando se une a la proteina.

La cantidad de proteina se determiné utilizando una curva estandar de albumina bovina

sérica con concentraciones de 2 a 20ug/mL.

Se determind el contenido de proteina en 200uL del sobrenadante obtenido del
crecimiento en los ensayos previos (4.5), mas 600uL de Tris 1M pH 8 y 200uL del reactivo
de Bradford; se dejaron las muestras durante 15 min para que se lleve a cabo la reaccién
y se midio por espectrofotometria a A=595nm.

Sustratos complejos.

El uso de estos sustratos permite observar de una manera mas realista el comportamiento

de las bacterias en un ambiente mas parecido del cual fueron aisladas.

Los sustratos complejos, piel de naranja y el bagazo de manzana, fueron recolectados de
comerciantes de jugos; se revis6 que no estuvieran en estado de descomposicion, sin
hongos y sin gusanos.

4.9 Acondicionamiento de los sustratos complejos.

a) Medio A.

Una vez escogidas las naranjas se separd6 manualmente el endocarpio o bagazo y la

pulpa restante del albedo. La piel de naranja fue secada en estufa a 80°C por 24 horas.
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Posteriormente fue triturada hasta obtener un polvo. Se prepararon los matraces con
25mL de medio mineral con el polvo de la piel de naranja al 1%, (Medio A) se dejaron
hidratar por 48 horas antes de ser inoculados con el microorganismo. La composicion

promedio de la piel de la haranja se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 1. Composicion promedio de la piel de naranja.

Materia seca 90.0

Proteina 6.0

Componentes principales Carbohidratos 62.7
(%) Grasas 3.4
Fibra 13.0

Cenizas 6.9

Calcio 2.0

Magnesio 0.16
Minerales (%) Fésforo 0.10
Potasio 0.62

Azufre 0.06

b) Medio B.

El bagazo de manzana se sec6 en estufa a 50°C por 24 horas. Posteriormente se molid
hasta obtener un polvo. De la misma manera que con la naranja se prepararon los
matraces con 25mL de medio mineral con el polvo de la manzana al 1% Yy se dejaron
hidratar 48 horas antes de ser inoculados con las diferentes cepas.

Debido a que no solo se utilizo la piel de la manzana sino ademas residuos de la pulpa la

composicion promedio es la siguiente:

Tabla 2. Composicién promedio del bagazo de manzana.

Carbohidratos 10.5
Componentes Fibra 2.3
o Proteinas 0.3

0,
principales (%) Grasa 04
Cenizas 0.2
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4.10 Evaluacion del crecimiento en sustratos comple  jos.

El crecimiento se evalué en matraces Erlenmeyer con 25mL de los medios A o B; se
inocul6 el microorganismo con 2x10°células/mL y se incubaron a 37°C con agitacion
constante de 200rpm. Se midi6é el crecimiento por espectrofotometria a A=660nm para

medir la masa celular a partir de las 24 horas.

4.11 Cuantificacién de la actividad exopectinolitic  a.

Se midi6 la actividad enzimatica de dos maneras diferentes, primeramente se creci6 el
microorganismo en los sustratos esperando que produjera las enzimas y se cuantifico la
actividad enzimatica exopectinolitica realizando el procedimiento descrito anteriormente

(ver método 4.5).

La segunda evaluacién de la actividad parti6é igualmente del crecimiento de las cepas en
el medio con el sustrato, se tomaron alicuotas de 2mL, en tubos de ensaye estériles y se
centrifugaron a 7000rpm. Del sobrenadante se tomé 0.1mL y se agregd a una mezcla que
contenia 0.5mL de una solucion del sustrato correspondiente al 1% (p/v) mas 0.4mL de
buffer de fosfatos 100mM pH=7; la mezcla de reaccién se incubd en un bafio de agua a
37°C durante 1 hora. Al término del tiempo se sigue el mismo procedimiento de

cuantificacion de azucares reductores por el método DNS (ver anexos).

4.12 Cuantificacién de proteina.

Se llevé a cabo la cuantificacion de la proteina de las cepas incubadas en el medio con
los sustratos complejos por el método de Bradford descrito anteriormente (4.8).

4.13 Evaluacion de la actividad endopectinolitica e  n sustratos complejos.
Empleando un viscosimetro de Brookfield Engineering Laboratorios Inc., con un vastago

No. 1 a una velocidad de 12rpm, se determiné la viscosidad de una suspension del

sustrato en medio mineral, utilizandolo como blanco.
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Las diferentes cepas se inocularon por duplicado en frascos de plastico que contenian
500mL de una solucion del sustrato 5% Yy cicloheximida (200ug/mL) para evitar
contaminacién por hongos. Posteriormente se incubaron a 37°C con agitacion constante a

200rpm. Cada 24 horas se realizé la medicion de la viscosidad.

Los porcentajes de disminucion de viscosidad se calcularon con la misma férmula descrita

en el ensayo 4.6.

4.14 Electroforesis en geles desnaturalizantes de p  oliacrilamida.

Las proteinas se analizaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE) segun Laemmli (1970). El gel separador contenia acrilamida y
bis-acrilamida (30:0.8), (composicién de los geles de poliacrilamida, ver anexos). Las
muestras utilizadas fueron concentradas y resuspendidas en el buffer de carga 1x sin
colorante (ver anexos) y se calentaron a ebullicion por 5 min. Se centrifugaron las
muestras a 4°C a 10,000rpm en microcentrifuga, Centrifuge Eppendorf S415R, se
tomaron 10uL del sobrenadante y se adicionaron 10uL del buffer de carga 2X con el
colorante azul de bromofenol (ver anexos). Las condiciones de corrida de la electroforesis
fueron a 75 voltios a través del gel concentrador y a 150 voltios una vez que las muestras

pasaron al gel de separacion.

Una vez realizada la electroforesis los geles fueron teflidos con una solucién que contiene
Azul de Coomassie R-250 al 0.125% durante 1 hora y después se destifieron con una

solucion de acido acético 7% y metanol al 40% (ver anexos).

Debido a que la concentracién de la proteina era muy baja y las bandas no se veian con
la claridad suficiente, fue necesario tefiir los geles con una solucién de nitrato de plata
(0.1% p/v).

Para determinar el peso molecular de las proteinas, éstas se compararon con marcadores

de pesos moleculares (Sigma) de amplio rango, que abarcaba de 14kDa a 66kDa, el cual

se incluyé en los geles.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Identificacién y clasificacién del microorganis mo.

La identificacion de las cepas aisladas se basé en las caracteristicas presentadas desde
su aparicion en las Cajas Petri con silica gel, como la formacion de cuerpos fructiferos o
los lugares donde la celulosa habia sido degradada. Se tomaron en cuenta las
caracteristicas macroscoépicas y microscopicas y se siguieron los criterios morfolégicos de
Reinchbach (1990) para poder identificar el género al que pertenecian las cepas. De las
seis cepas seleccionadas 2 provenian de la degradacion del papel filtro sin formacion de

cuerpos fructiferos y 4 con cuerpo fructifero y degradacion del papel.
En la Tabla 3 se presentan las caracteristicas macroscopicas presentadas en las
muestras de suelo para su aislamiento de las mixobacterias y citofagas, la formacién de

cuerpos fructiferos, color, forma y deslizamiento.

Tabla 3. Caracteristicas MacroscoOpicas de mixobacterias y citofagas.

Cepa Cugrpo Color Forma Deslizamiento M|xc_)bacter|a/
fructifero Citofaga
M1 Si Café Esférico Si Mixobacteria
M2 Si Rosa Esférico Si Mixobacteria
M3 Si Blanco Esférico Si Mixobacteria
opaco
M4 Si Naranja Esférico Si Mixobacteria
C1 No Rosa_- Prolongaciones Si Citofaga
naranja
C2 No amarillo Prolongaciones Si Citofaga

a) Morfologia colonial.

La tabla 4 muestra las caracteristicas de las colonias puras de mixobacterias y citofagas

en el agar CY.
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Tabla 4. Caracteristicas coloniales de mixobacterias y citofagas.

Cepa Forma Tamario Borde Elevacién | Textura Color
M1 Circular 2-3mm Entero Convexa | Butirosa | Blanquecino
M2 Circular 2-3mm Ondulado Convexa | Butirosa | Blanquecino
M3 Circular 2-3mm Entero Convexa | Viscosa | Blanquecino
M4 Circular 2-3mm Entero Convexa | Viscosa | Blanguecino
C1l Circular 2-3mm | Prolongaciones | Convexa | Viscosa Amarillo
C2 Circular 2-3mm | Prolongaciones | Convexa | Viscosa Amarillo

b) Caracteristicas microscopicas.

La evaluacion de las caracteristicas microscopicas se realizé por medio de la tincion de

Gram, las mixobacterias y citofagas se presentaron como bacilos largos Gram negativos.

c) Pruebas bioquimicas y sensibilidad a antibioticos.

La tabla 5 muestra los resultados de las seis cepas en las pruebas bioquimicas realizadas

asi como la sensibilidad a antibiéticos.
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Tabla 5. Pruebas bioquimicas.

Cepas
Prueba M1 M2 M3 M4 Ct )
bioquimica
Hemolisis - - - - _ _
Produccion de H,S - - - - _ _
OF 0 0 0 0 0 0
Catalasa + + + + + +
LIA - - - N - N
Indol - - - - N N
Urea + + + ¥ ¥ "
Fenilalanina - - - _ N N
Reduccion de
. + + + + + +
nitratos
Fuente de
Carbono
Manitol + + + + + +
Sacarosa - - - - R N
Citrato + + + + + +
Glucosa +Gas +Gas +Gas +Gas +Gas +Gas
Lactosa - - - - - N
Galactosa +Gas +Gas +Gas +Gas +Gas +Gas
Degradacion de:
Gelatina - - - _ N N
Agar - - - - - N
Almidon - - - B N _
Quitina - - - - - N
Pectina + + + ¥ ¥ +
Sensibilidad a:
Amikacina AK + + + + +
Ampicilina AM + - - ¥ -
Carbenciclina CB + - - + + -
Cefalotina CF + - - + + _
Cefotaxima CFX + - B N ; -
Ciprofloxacina CPF + + + ¥ + +
Cloranfenicol CL + - - + + +
Gentamicina GE + + + + + +
Netilmicina NET + + + + + +
Nitrofurantoina NF + - B ; ; -
Norfloxacina NOF + + + ¥ + +
Sulfametoxasol/ . i ] . ] .
Trimetroprim SXT
Ceftriaxona CRO + + + + +
Pefloxacina PEF + + + + +

Notas: (+) en la prueba de sensibilidad a antibidticos significa inhibicion del crecimiento.
De acuerdo a los resultados anteriores se sugiere la siguiente clasificacion para las seis

cepas:

Las cepas M1 y M4 son bacilos cilindricos Gram negativo de 0.8 a 1.6 ym de largo y 0.3
a 0.5um de ancho, formaron cuerpos fructiferos de forma globular de textura cremosa de
color naranja, en su interior las células se diferencian en esporas (mixosporas), esféricas
inmoviles. Al tomar mixoesporas y crecerlas en un medio bajo en nutrientes formaron una

biopelicula la cual se observé colocando un portaobjetos dentro del cultivo; al termino de
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la incubacién se tifié y se pudo apreciar con claridad dicha formacion. Estas bacterias
también respondieron a la iluminacion sintetizando carotenoides (color naranja, café), las
diferencias en el color del cuerpo fructifero se deben a la diferente exposicion de la luz
durante su crecimiento, estas caracteristicas y los resultados de las pruebas bioquimicas

sugieren que estas cepas sean Myxococcus xanthus

Las cepas M2 y M3 son bacilos cilindricos Gram negativo de 0.8 a 1.4 ym de largo y 0.4 a
0.5um de ancho, formaron cuerpos fructiferos de forma globular con una constriccion en
la base o con un pedicelo muy corto de textura cremosa de color rosado, en su interior
las células se diferencian en esporas (mixosporas), ovoides inmoviles. Al tomar
mixoesporas y ponerlas a crecer en un medio bajo en nutrientes formaron una biopelicula
la cual se observé colocando un portaobjetos dentro del cultivo; al término de la
incubacién se tifio y se pudo apreciar con claridad dicha formacién. Estas bacterias
también respondieron a la iluminacion sintetizando carotenoides (color rosado, blanco
Opaco) de la misma forma las diferencias en los colores del cuerpo fructifero se pueden
deber al tiempo de la exposicion a la luz; estos resultados ademas de las pruebas
bioquimicas y la sensibilidad a antibiéticos sugieren presuntivamente que estas cepas

sean Myxococcus fulvus

Las colonias aisladas que no formaron cuerpo fructifero (cepas C1 y C2) pertenecen a las
bacterias deslizantes, pertenecientes al orden de las Cytophagales, bacilos largos
filamentosos Gram negativos de 2 a 3um de largo, presencia de pigmento amarillo
(carotenoides) y prolongaciones de las colonias sobre el agar, ademas se observo la
degradacion de las fibras de celulosa del papel filtro y al observarse al microscopio
estereoscopico se observé su crecimiento sobre las fibras de papel. Las colonias aisladas
denominadas Cl1 y C2 fueron identificadas presuntivamente como: Orden;

Cytophagales, Familia Cystophagaceae, Género: Citof aga
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Figura 8. Cuerpo fructifero sobre fibras Figura 9. Cuerpo fructifero sobre fibras
celulosa perteneciente a Myxococcus de celulosa perteneciente a Myxococcus
xanthus xanthus.

Figura 10. Cuerpo fructifero sobre fibras Figura 11. Bacilos largos Gram
de celulosa perteneciente a Myxococcus negativos en cadenas caracteristico del
fulvus. género Cytophagaceae.
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5.2 Determinacion de condiciones de crecimiento

in vitro .

Para establecer las condiciones donde se obtuvieran mejores condiciones de crecimiento

in vitro, se evaluaron diferentes temperaturas (22, 27 y 32°C)y pH'’s (6, 6.5, 7y 7.5).

En la figura 12 se muestran las curvas de crecimiento de las seis cepas a temperatura de

22°C en los diferentes pH’s. Se puede observar que las seis cepas crecieron mejor a un

pH de 7. Las cepas no presentaron mucho crecimiento dentro de las primeras 12 horas de

incubacion; después de las 16 horas de incubacion es cuando se observdé una mayor

diferencia en el crecimiento, después de las 20 horas se comenzd a observar su fase

estacionaria del crecimiento. Debido a que presentaron un comportamiento muy variable

esta temperatura de incubacién no es adecuada para un buen crecimiento.
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Figura 12. Curvas de crecimiento a 22°C a los diferentes pH's de las seis cepas evaluadas.

Facultad de Quimica, UNAM 52



RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 13 se muestran las curvas de crecimiento a temperatura de 27°C en los

diferentes pH’s. Se puede observar que a esta temperatura las seis cepas crecieron mejor

en el pH de 6 y 6.5; aungue no se puede asegurar que a esta temperatura estos pH'’s

sean los Optimos para su crecimiento. De manera general el aumento de temperatura

increment6 el crecimiento de todas las cepas, ya que se observa que dentro de las

primeras 12 horas de incubacién se obtuvo un mejor crecimiento.
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Figura 13. Curvas de crecimiento a 27°C en los diferentes pH's de las seis cepas evaluadas.
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A 32°C las seis cepas presentaron un mejor crecimiento con respecto a las otras dos

temperaturas evaluadas, debido a que el crecimiento dentro de las primeras 14 horas fue

mayor, se decidio evaluar su crecimiento dentro de las primeras 12 horas de incubacion

para poder observar su fase exponencial y logaritmica del crecimiento.
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Figura 14. Curvas de crecimiento de las seis cepas a 32°C en diferentes pH'’s.
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La figura 14a muestra la curva de crecimiento de la cepa M1 a 32°C; se observd que
presentd un mayor crecimiento en pH 6.5, sin embargo, en ninguno de los cuatro pH's se
llega a observar la aparicion de la fase estacionaria; en el pH 7.5 se observé el menor

crecimiento.

En la figura 14b se muestra la curva de crecimiento de la cepa M2; se observa que dentro
de las primeras 4 horas de incubacién el crecimiento en los 4 pH’'s fue muy parecido;
después de las 8 horas de incubacién el crecimiento en pH 7 fue un poco mayor con
respecto a los demas, para los cuatro pH el comportamiento fue muy similar ya que
después de las 10 horas de incubacion se llegé a la fase estacionaria del crecimiento en

cada uno.

En la figura 14c se muestra la curva de crecimiento de la cepa M3, se observo que a pH 6
y 6.5 el crecimiento fue muy bajo, a pH 7.5 presenté un notable mejor crecimiento con
respecto a los demas pH's, aunque el comportamiento y las fases de su crecimiento
aparecen de manera muy similar al pH 7 aunque el crecimiento estuvo por debajo del

observado en pH 7.5.

La figura 14d muestra la curva de crecimiento de la cepa M4, donde presenté el mismo
comportamiento en los cuatro pH’s evaluados, en ninguno de los pH's se observan las
diferentes fases del crecimiento ya que durante las 12 horas de incubacién el crecimiento
aumentod. Solamente después de las 10 horas en el pH 7.5 se presentd un crecimiento

ligeramente mayor que en los demas pH'’s.

La figura 14e muestra la curva de crecimiento de la cepa C1; en ésta se pudo observar
que a pH de 6.5 el crecimiento fue mas rapido, sin embargo, se mantuvo constante el
crecimiento después de las 6 horas de incubacién, es decir, la fase estacionaria llegé
rapidamente. En pH 7 se pudo observar la fase logaritmica, la fase exponencial y ya cerca
de las 10 horas la apariciéon de la fase estacionaria y en general presentd un mayor
crecimiento. De la misma manera en pH 7.5 se observan todas las fases de su
crecimiento, aunque es relativamente mas bajo su crecimiento con respecto al observado
enpH?7.
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La figura 14f muestra la curva de crecimiento de la cepa C2; donde si se pudo observar
una diferencia en el crecimiento entre los diferentes pH’s. Dentro de las primeras 4 horas
de incubacién a los cuatro pH's presentaron un crecimiento muy parecido. Los pH's 7 y
7.5 presentaron el crecimiento mas elevado siendo el pH 7.5 un poco mayor que el pH 7,
se pudo observar una fase logaritmica un poco larga y cerca de las 12 horas de
incubacién el comienzo de la fase estacionaria.

De manera general se puede decir que al existir un incremento en la temperatura de
incubacién el crecimiento se vio favorecido, esto se puede ver en que la masa celular
después de las 12 horas de incubacién a 22°C y a 27°C no aumentd mucho con respecto
a la cantidad de indculo inicial; sin embargo, dentro de las primeras 12 horas de
incubacién a 32°C se puede observar una clara diferencia en la cantidad de masa celular
con respecto al inicial. La llegada a la fase estacionaria en las temperaturas mas bajas se
ve después de las 18 horas de incubacion, en cambio, en 32°C se observa el inicio de

esta fase poco después de las 12 horas de incubacion.

Es importante resaltar que a 27°C las seis cepas presentaron un mejor crecimiento en pH
6 y 6.5, por lo cual se podria trabajar a esta temperatura con estos pH’'s para obtener
mejores resultados. Sin embargo, como a 32°C y pH 7 fue donde se presentd el mejor
crecimiento se decidié que las mejores condiciones para el crecimiento y cultivo in vitro

para las seis cepas serian éstas.

Sin embargo, para poder realizar un mejor analisis y determinar las condiciones 6ptimas
de crecimiento in vitro de las mixobacterias y citofagas, se deberia de estudiar el en

crecimiento un rango mas amplio de temperatura y de pH.

5.3 Determinacién de condiciones de crecimiento uti lizando pectina como fuente de

carbono.

Una vez determinadas las condiciones de crecimiento in vitro en medio selectivo, se
evaluaron estas condiciones pero ahora utilizando a la pectina como Unica fuente de
carbono. También se evalué el crecimiento con otro pH (5) y otra temperatura (37°C) para
poder comparar donde presentaban un mejor crecimiento. Se evalué el pH 5 con el fin de
determinar si al estar bajo condiciones de estrés las mixobacterias y citofagas son
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capaces de llevar a cabo la produccién de la enzima y con esto tener un mejor
crecimiento. Se puede observar de manera general que bajo las condiciones
determinadas previamente de cultivo in vitro las células no presentaron un buen
crecimiento utilizando pectina como fuente Unica de carbono.

En figura 15 se muestran las curvas de crecimiento de las seis cepas en pectina. Se
incubaron durante 72 horas, ya que el crecimiento es mas lento que en el medio selectivo.
Podria suponerse que el microorganismo se encuentra en estrés por lo que es mas lento
su desarrollo. De manera general el crecimiento se vio favorecido en pH 7 a 37°C. Se
podria decir que las mixobacterias y citofagas en este estudio crecen mejor a pH 7 y
temperatura de 37°C utilizando pectina como fuente de carbono; por lo que se podria
esperar que en estas condiciones presenten una mejor actividad enzimatica.
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Figura 15. Curvas de crecimiento en pectinaa 32y 37°C y pH 5y 7 de las seis diferentes cepas evaluadas.
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5.4 Comparacién del crecimiento y produccion de azi  cares reductores, variando la

composicion del medio y la cantidad de in6culo inic ial.

Con las condiciones de pH y temperatura determinadas para el crecimiento en pectina se
evalud el crecimiento afiadiendo al medio un promotor de crecimiento debido a que, como
se observg, el crecimiento de las cepas al evaluar temperatura y pH utilizando pectina
como fuente de carbono es mas lento que el observado en medio selectivo CY. Sin
embargo, también se evalla la produccion de azlcares reductores para observar si la
produccién de enzimas se ve favorecida. También se duplicé la concentracion del inéculo
inicial; anteriormente se habia utilizado 1x10°células/mL y esta vez se utilizé
2x10°células/mL. La variacion de todas estas condiciones tuvieron como finalidad el
poder estandarizar las condiciones en las cuales se podria obtener una mejor actividad
enzimatica. La cuantificacion de los azlcares reductores liberados en estos experimentos

se reporta como la concentracion de acido galacturénico.

En la figura 16 se muestran las graficas comparando el crecimiento en las diferentes
condiciones evaluadas. La mayoria de las cepas presentaron un mejor crecimiento al
utilizar un promotor de crecimiento, extracto de levadura (YE), comprandolo con el
crecimiento con el medio sin el promotor; esto era de esperarse, ya que este compuesto
forma parte de la composicion del medio selectivo para mixobacterias y citofagas (CY),
ademas de que proporciona fuente de nitrégeno para el desarrollo del microorganismo
debido a que contiene vitaminas y aminoacidos, entre otros compuestos que favorecen el
crecimiento del microorganismo. Sin embargo, la produccion de acido galacturénico no se
vio favorecida de la misma forma.

Facultad de Quimica, UNAM 58



RESULTADOS Y DISCUSION

0.8 0.8 0.18 0.18
T07 0.16 + oA LN 4016
108 0.14 + 4014
108 012 . . 012
12 + 101
1049 o Q
e © o1t 1o1 °
103 : :
102 0.08 + + 0.08
101 0.06 - 1 0.06
0 0.04 : : : : 0.04
0 24 48 72 96
B) Cepa M2 Tiempo (horas)
—=—SinYE — —#— - +YE - --A-- - Doble inoculo inicial
0.4 0.25 0.25
0.35
0.2 A +0.2
0.3 :
e A
T 025 0151+ N +0.15
o A 0T o
02 8 g R L e 2
i & €
0.15 o1 . - 01
T
0.1 -
0.05 + +0.05
0.05
0 + + + + 0 0 + + + + 0
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
C) Cepa M3 Tiempo (horas) D) Cepa M4 Tiempo (horas)
—&—Sin YE — — - +YE - - -A- - - Doble in6culo inicial —&—Sin YE — —— - +YE - - -A- - - Doble indculo inicial
0.8 0.18 0.25 0.25
0.16 + +0.16
‘ 0.2+ AL 102
0.14 1 1 0.14 ST
g i 015 | S Ta fots
012 + +0.12 o e A o
o o & VPRSI [ Se a
e 0.1+ +0.1 e 01+ a7 //" T01
0.08 0.08 ooy -
’ i 0.05 1 == +0.05
0.06 + 0.06
0 t t t t 0
0.04 ‘ ‘ ‘ ‘ 0.04 0 2 a8 7 9
0 24 48 72 96
E) Cepa C1 Tiempo (horas) F) Cepa C2 Tiempo (horas)
‘ — @ SinYE ———~-+YE - --A- - - Doble indculo mmial‘ ‘ —=&—Sin YE — 4~ - +YE ---A--- Doble indculo iniciat‘

Figura 16. Curvas de crecimiento de las diferentes cepas en medio pectina 1% sin YE, medio pectina 1% +YE
y con doble inéculo inicial a 37°C y pH7. YE extracto de levadura (promotor de crecimiento).

En las cepas C1, C2, M2 y M4 se observo que el crecimiento con el doble de inéculo
inicial fue mayor que en las tres condiciones evaluadas, las cepas M1 y M3 presentaron
mejor crecimiento el utilizar el promotor de crecimiento en el medio que en los demas

experimentos.

Sin embargo, no se puede asegurar que al crecer mas lleven a cabo una mayor
produccién de enzimas, ya que normalmente las mixobacterias y citofagas llevan a cabo
dicha produccion en condiciones de deficiencia de nutrientes; por lo que se cuantifico la
produccién de acido galacturdnico, por el método de DNS, ya que esto da una idea de la
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actividad enzimatica. En la gréfica 1 se muestra la curva patrén de acido galacturénico;
utilizando la ecuacién de la recta se calculd la concentracién de azlcares reductores

presentes en el medio.

y = 0.0807x + 0.0213
R?=0.9921

Abs

0 T T T T T T T T T T
01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Conc. Ac. Gal. (mg/mL)

Gréfica 1. Curva patrén de acido galacturénico (0.1 a 1mg/mL)

En la figura 17 se muestran las graficas de produccion de acido galacturénico en las tres

condiciones evaluadas.

En la figura 17a se muestra la produccion de acido galacturénico de la cepa M1. Se
observd que la mas baja produccion se llevé acabo al adicionar el promotor de
crecimiento, que cuando no se adiciond; la mayor produccién de acido galacturénico se

llevd a cabo al utilizar el doble de in6culo.

La figura 17b muestra la produccién de acido galacturénico de la cepa M2. Se pudo
observar una gran diferencia en la produccion de acido galacturénico al utilizar el doble de
in6culo que en el resto de los casos; la produccién de acido galacturénico al utilizar
extracto de levadura y al no utilizarlo fue mas baja y no existi6 gran diferencia en estos

casos.

La figura 17c muestra la produccién de acido galacturénico de la cepa M3. Esta cepa
presentd mayor produccion de acido galacturénico al utilizar doble inéculo, ya que en las
otras condiciones solo presentd produccion de acido galacturénico a las 72 horas de

incubacién, aunque si presenté crecimiento en los tres casos.
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En la figura 17d se muestra la produccion de acido galacturénico de la cepa M4. De la
misma manera solo presentd produccion de acido galacturénico en el medio sin extracto
de levadura y con 1x10°células/mL dentro de las primeras 48 horas de incubacion; la

mayor produccion de &cido galacturdnico se llevo a cabo al utilizar 2x10°células/mL.

La figura 17e muestra la produccién de acido galacturénico de la cepa C1. Esta cepa no
presenté mucha diferencia en su produccion al utilizar extracto de levadura o al utilizar el
doble de inéculo inicial, siendo un poco mayor en este Ultimo caso. Para esta cepa se
podria decir que al utilizar un promotor de crecimiento la produccion enzimatica también

ocurre eficientemente.

La figura 17f muestra la produccién de acido galacturénico de la cepa C2. Se observa que
presentd una mayor produccion al utilizar el doble de in6culo y presentd una produccion
muy baja al utilizar 1x10°células/mL tanto sin utilizar extracto de levadura en el medio

como al utilizarlo.
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Figura 17. Comparacion en la produccion de &cido galacturédnico en los diferentes medios; medio pectina 1%
sin YE, medio pectina 1% +YE y al utilizar el doble inéculo inicial. A 37°C y pH 7. YE extracto de levadura
(promotor de crecimiento).

De manera general se observa que al utilizar el doble indculo (2x10°células/mL) se
present6 una mayor produccion de acido galacturénico. Por esta raz6n era importante,
ademas de comparar el crecimiento, cuantificar los azlcares reductores ya que nos
sugiere que la secrecion de las enzimas no la llevan acabo de la misma forma al utilizar el
promotor de crecimiento pues al contar con este en el medio se favorece el desarrollo
pero no son las condiciones naturales en las cuales las mixobacterias y citofagas

producen las enzimas. De esta manera se evalué y cuantificd la actividad exopectinolitica
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utilizando esta cantidad de in6culo y descartando el utilizar un promotor de crecimiento en
el medio.

Las condiciones determinadas en los experimentos 5.2 y 5.3 no necesariamente son las
condiciones 6ptimas de las enzimas secretadas por las mixobacterias y citofagas, sin
embargo, son las condiciones en las que en este trabajo si presentaron mejores
resultados.

5.5 Cuantificacion de la actividad enzimatica exope  ctinolitica.

Se evalud la actividad de la enzima secretada por las cepas a pH 7 y a 37°C durante una
hora, para cuantificar la actividad exopectinolitica.

16 16

14 114
- -
E 124 +12 £
2 2
8 10+ +10 8
= 8+ +8 £
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B 6T T6 B
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Figura 18. Actividad exopectinolitica de mixobacterias y citofagas crecidas a 37°C y pH 7.

Se observa en la figura 18 que presentaron actividad a partir de las 24 horas presentando

un maximo a las 72 horas de incubacion.

La cepa M2 fue la que presenté una mayor actividad exopectinolitica (14.091U/mL). Una

unidad (U) de actividad pectinolitica se define como la cantidad de enzima necesaria para
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catalizar la produccion de 1umol de acido galacturénico por minuto en las condiciones de

reaccion.

Por otro lado la cepa M1 fue la que presentd menor actividad (8.95U/mL). En comparacion
al crecimiento observado, la cepa que presentd mayor crecimiento fue C2 y aunque no fue
la que presentd mayor actividad exopectinolitica, fue la segunda més alta (11.76U/mL). La
cepa M2 no presentd un crecimiento muy diferente con el resto de las cepas. Esto se
puede deber a que las condiciones de crecimiento en pectina como fuente de carbono no
sean necesariamente las mejores para que la enzima actue y ello podria no presentar una

mayor actividad.

5.6 Evaluacién de la actividad enzimatica endopecti  nolitica.

En la figura 19 se muestra la disminucién de la viscosidad del medio liquido de pectina
(2.5% p/v) a las 24, 48 y 72 horas de incubacion. Los valores mostrados son los
porcentajes de disminucion de viscosidad con respecto al blanco incubado a las mismas

condiciones.

100 + + 100

40 + 140

Porcentaje de Disminucién de
Viscosidad
Porcentaje de Disminucién de
Viscosidad

20 + + 20

0 24 48 72

Tiempo (horas)

—8—M1l —+—M2 —o—M3 M4 Cl x-C2

Figura 19. Disminucion de la viscosidad del medio con pectina (2.5% p/v) de mixobacterias y
citofagas incubadas a 37°C y pH 7.
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En la figura 19 se observa que después de 24 horas la viscosidad disminuye de manera
significativa, es decir, dentro de las primeras 24 de incubacién se lleva a cabo la mayor
disminucion de viscosidad del medio; al llegar a las 72 horas se observa el maximo de

disminucion.

Se observa que la cepa que presenta una mayor disminucion de la viscosidad fue la cepa
C1 con un porcentaje maximo de disminucién del 75%. La otra cepa que pertenece a las
citofagas (C2) presentdé un maximo de disminucion del 70%. En el caso de las
mixobacterias se observd que las cepas M4 y la cepa M1 presentaron el mayor
porcentaje de disminucion del 70%, la cepa M2, también mixobacteria, presentd un
porcentaje de disminucion maximo de 67%. De manera general se observa que todas las
cepas reducen la viscosidad arriba del 50% en las primeras 24 horas de incubacion.

Al comparar la actividad exopectinolitica y la actividad endopectinolitica se observa que la
cepa M2 es la que tuvo una mayor actividad exopectinolitica pero no asi en actividad
endopectinolitica ya que en esta fue la mas baja; la cepa C1 que presentd un mayor
porcentaje de disminucion de la viscosidad no presentdé la mayor actividad
exopectinolitica, por lo que se puede pensar que no llevan a cabo en la misma cantidad la
secrecion de todas las enzimas pectinoliticas.

5.7 Relacion de la cantidad de proteina secretada ¢ on la actividad enziméatica.
Se cuantificd la cantidad de proteina secretada con el fin de determinar la actividad
especifica presentada por esta proteina; ya que se puede relacionar la cantidad de acido

galacturénico producida con la cantidad de proteina activa (enzima) presente que lleva a
cabo la reaccion de transformacion.
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Gréfica 2. Cuantificacion de proteina total de las diferentes cepas, incubadas a 37°C pH 7, con el método de
Bradford.

Se observa en la gréfica 2 la cantidad de proteina total secretada por cada cepa,
mixobacterias y citofagas. Se puede observar que la cantidad de proteina producida por
las cepas en el tiempo de 96 horas es de cero, no necesariamente significa que no se
llevara a cabo la produccién de proteina, en algunos casos las concentraciones fueron
muy bajas y no pudieron ser detectadas o los valores no entraban dentro de las
concentraciones de la curva patron ya que eran inferiores. En general se observa que
conforme pasan las horas de incubacién la concentracion de la proteina decrece; sin
embargo, en las cepas M4 y C2 la concentracién de proteina aumenta al paso del tiempo
y ya en las 96 horas de incubacién disminuyo.
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Gréfica 3. Actividad especifica de las diferentes cepas, incubadas a 37°C pH7.

En las grafica 3 se observa la actividad especifica de las cepas, la actividad especifica
relaciona la cantidad de acido galacturénico producido con la cantidad de proteina
presente secretada por minuto de reaccién, cuantificado en el ensayo de la actividad

exopectinolitica.

Se observa que las cepas M2 y M3 son las que presentan una mayor actividad especifica,
un promedio de 7mg &c. Gal/mg prot/min. La cepa M2 fue la que present6 una mayor
actividad exopectinolitica y de la misma forma la que presenté una mayor actividad
especifica.

Se puede observar para la cepa M1, que aunque fue la que presenté la mas alta cantidad
de proteina total (28ug/mL), sin embargo, solo una cantidad pequefia de ésta fue la que
presentd actividad enzimatica (exopectinolitica), ya que la cantidad producida de acido

galacturénico por proteina presente fue baja, 2.8mg ac.Gal/mg prot/min.

La cepa M4 fue la que presenté una mayor cantidad de proteina total a las 72 horas de
incubacién (20ug/mL), sin embargo, fue la cepa con una menor actividad especifica
(2.7mg ac.Gal/mg prot/min), esto nos sugiere de igual forma que en la cepa M1, que una

pequefia cantidad de la proteina secretada presentaba actividad.
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La cepa C2 fue la que presenté una mayor actividad especifica a partir de las 24 horas,
6mg &c.Gal/mg prot/min, aunque en este mismo tiempo fue la que presenté una menor
cantidad de proteina total, esto puede sugerir que la proteina total secretada tenia mas
actividad enzimatica. Su maximo de actividad especifica fue a las 48 horas a diferencia de
las otras cepas que fue a las 72 horas.

En todas las cepas se observo que no se pudo cuantificar la cantidad de proteina a las 96
horas y por la tanto no se pudo calcular la posible actividad especifica, si bien no es

posible detectar tampoco actividad exopectinolitica en este tiempo (Figura 18).

5.8 Evaluacién cualitativa de la actividad pectinol  itica mediante el método en placa

con colorante Rojo de Rutenio.

a) Placas con pectina y agar.
En las placas con pectina y agar no se obtuvo ninguna colonia y al ser tefiidas con la
solucién de rojo de rutenio no se presentaron halos de degradacion. Esto puede ser
porque la pectina con el agar forman redes muy firmes y cerradas por lo que es mas
complicado para el microorganismo degradar a las cadenas de pectina. Por esta razon, se
decidi6 cambiar el agar por agarosa ya que forma geles de cadenas no tan unidas y
firmes y se cambio la pectina por acido péctico, un derivado de la degradacién de pectina

gue puede ser mas facil de catabolizar.

b) Placas con acido péctico y agarosa.
En estas placas si se observaron pequefias colonias en la superficie después de las 72
horas de incubacion a 37°C. Ademas, al tefiir las cajas con la solucién del colorante rojo
de rutenio se observaron halos de degradacion alrededor de estas colonias, esto se debe
a que el colorante y el polisacarido forman un complejo por esto se tifien de color rojo las
cajas, al no existir este polisacarido se observan partes mas claras o sin tefiir y es donde

el microorganismo llevé a cabo la degradacion del polisacarido.
En la figura 20 se muestran los halos de degradacion a las 72 horas de incubacion. La

figura 20a corresponde a la cepa M3 donde se lograron observar 15 colonias y alrededor

de ellas un halo transparente. La figura 20b corresponde a la cepa C2 en las que se
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contaron también 15 colonias. De todas las cepas se obtuvieron 75 colonias, partiendo de

un inéculo de 500uL de cultivo fresco en cada caja.

N

Figura 20. Degradacién del acido péctico en placa. La figura a) corresponde a la cepa M3, la figura b)
corresponde a la cepa C2.

En la tabla 5 se muestra el promedio del diametro de los halos observados y fueron
comparados con los obtenidos por la enzima pura Pectoliasa (Pectoliasa, Aspergillus
japonicus) 0.01mg/mL para poder comparar como es la actividad de las bacterias. Como
se observa en la tabla 5 el diametro obtenido por la enzima es mayor que el obtenido por
las bacterias.

Tabla 5. Halo de degradacién en placas con acido péctico.

Cepas Promedio del halo

(mm)

Control (enzima pura) 27.2
M1 9.5

M2 9.8

M3 11.2

M4 8.8

Ci 10.1

Cc2 12.4

La cepa que presenta un diametro mas grande de degradaciéon es la cepa C2 con
12.4mm, de las mixobacterias la cepa M3 es la que presenta el mayor diametro de
11.2mm. La cepa M4, mixobacteria, presentd el menor diametro (8.8mm).
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Aunque estos resultados nos dan una idea de la actividad enzimatica de las bacterias no
se pueden comparar totalmente ya que por una parte se utilizé a todo el microorganismo y
por la otra a la enzima pura. Ademas, las condiciones de pH y temperatura en las cuales
fueron incubadas son las determinadas experimentalmente y la cantidad de enzima
utilizada es mucho mayor a la producida por el microorganismo.

De las cajas se tomaron muestras para realizarles una tincién para asegurar que las
bacterias originales fueran las que llevaron a cabo la degradacion y no una fuente de
contaminacién. Al realizar la tincién se observé que las bacterias se encontraban en forma
de esporas; esto se debe a que estuvieron en condiciones de deficiencia de nutrientes en
las cajas ya que no contenia ninguna fuente de nitrdgeno y para que la fuente de carbono,
acido péctico, fuera aprovechada era necesario llevar a cabo la secrecion de enzimas vy,

aungue si lo llevaron a cabo, muchas bacterias esporularon con el fin de sobrevivir (Figura

21). ?Ev’ 1?
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Figura 21. Esporas de la cepa M3 en placas con &cido péctico.
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5.9 Evaluacién del crecimiento en sustratos complej 0s.

En la figura 22a se pueden observar las curvas de crecimiento en el medio A. Las cepas

gue presentan un mayor crecimiento son la M1y C1.

Sin embargo, no se puede asegurar que el crecimiento desde el tiempo cero a las 24
horas se haya llevado a cabo por la degradacién de pectina ya que en la piel de naranja
se encuentran azlcares mas simples como la glucosa, fructosa y sacarosa que puede ser

aprovechada por las citofagas y mixobacterias para crecer.

En la figura 22b se muestra el crecimiento de las cepas en el medio B; las cepas que
presentan un mayor crecimiento son las cepas M2 y M1. De la misma forma que con
respecto al crecimiento en naranja, no se puede asegurar que la diferencia del
crecimiento dentro de las 24 horas de incubacion se deba exclusivamente a la
degradaciéon de la pectina, sino que se puede suponer gue inicialmente aprovechen

componentes mas simples presentes en los sustratos.

Al comparar el desarrollo en ambos sustratos se observa que el crecimiento en el medio A
fue mayor que en el medio B. Si bien, dentro de las primeras 24 horas de incubacion se

observé un mayor desarrollo en el medio B.

El maximo de crecimiento en ambos medios lo presentaron a las 72 horas esto se podria
deber a que las mixobacterias y citofagas en este tiempo podrian haber terminado con los
nutrientes disponibles para continuar su desarrollo. Tal vez se podria pensar que si se
siguen incubando, las cepas se verian obligadas a volver a llevar a cabo la produccién de
enzimas para hidrolizar los compuestos mas complejos y asi continuar su reproduccion.
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Grafica b) Crecimiento en el medio B.

Figura 22. Crecimiento de las diferentes cepas en el los medios A y B de los sustratos complejos incubas a pH
7y 37°C.
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5.10 Cuantificaciébn de actividad enzimatica exopect inolitica en los sustratos

complejos.

Las cepas fueron crecidas en el medio mineral con el sustrato al 1% (p/v) medios Ay B. El
sobrenadante obtenido de cada cepa se incub6 con el sustrato correspondiente y también
con pectina, sustrato puro, para evaluar la actividad de la enzima producida, en las
condiciones de temperatura y pH evaluadas en el experimento 5.4.
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Figura 23. Cuantificacion de la actividad exopectinolitica de las diferentes cepas crecidas en los sustratos
complejos; cuantificando la actividad en los sustratos y en el sustrato puro pectina.
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En la figura 23 se puede observar que las mixobacterias y citofagas presentaron actividad

exopectinolitica en ambos sustratos complejos y en el sustrato puro.

Las figuras 23a y 23b muestran la actividad enzimatica de las células crecidas en medio
A; la figura 23a muestra la actividad enzimatica que se obtuvo del sobrenadante al ser
incubado con el medio mineral y el pulverizado de piel de naranja. Se pudo observar que
la cepa con mayor actividad exopectinolitica (79.19U/mL) fue la cepa M4; en contraste, la
cepa C1 presenté la menor actividad exopectinolitica (12.57U/mL), sin embargo, fue la
gue presenté un mayor crecimiento, lo cual puede sugerir que crecié a base de azucares
simples, ya que la concentracién de carbohidratos como glucosa, fructosa y sacarosa
forman el 62.7% de la composicién de la piel de naranja. La cepa M1 también present6
mayor actividad exopectinolitica (71.85U/mL). Todas las cepas presentaron un maximo en
su actividad a las 72 horas de incubacién para después decaer a las 96 horas de

incubacion.

La figura 23b muestra la actividad exopectinolitica de las diferentes cepas crecidas en el
medio mineral A; sin embargo, el sobrenadante con las enzimas producidas fue incubado
con pectina. De igual manera, el sobrenadante de la cepa M4 fue el que presenté una
mayor actividad enzimatica, 54.01U/mL, la cepa C1, también presentd la menor actividad
enzimatica 16.34 U/mL y fue la Gnica cepa que presentd su maximo de actividad a las 48
horas, las demas cepas lo presentaron a las 72 horas de incubacién. Se observa que al
ser incubado el sobrenadante en pectina la actividad fue menor que al ser incubado con el
pulverizado de piel de naranja; esto se puede deber a que no todas las enzimas obtenidas
son pectinoliticas asi que al ser incubadas en pectina solo actdan aquellas que si lo son,
sin embargo, cuando fueron incubadas en piel de naranja puede ser que actien enzimas
celuloliticas, xilanoliticas, etc., también producidas por las mixobacterias y citofagas.

Las figuras 23c y 23d muestran la actividad exopectinolitica de las diferentes cepas
crecidas en el medio B. En la figura 23c las enzimas que fueron obtenidas fueron
incubadas en el pulverizado de bagazo de manzana para medir su actividad; de manera
general se observa que todas las cepas presentan un maximo de actividad a las 24 horas
de incubacion; a diferencia de lo observado con el pulverizado de piel de naranja en la
gue presentaron la mayor actividad a las 72 horas de incubacién, figura 23a. La cepa que

presentd la mayor actividad enzimatica fue C1 (198 U/mL), mientras que en el pulverizado
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de piel de naranja fue la que presentd una menor actividad, la cepa C2 presentd una
menor actividad, 70.86U/mL. En la figura 23d se observa la actividad enzimética que
presentd el sobrenadante al ser incubado en pectina; de la misma forma presentan un
maximo de actividad a las 24 horas de incubacion para después decaer; la cepa C1
presenta también la mayor actividad (29.22U/mL); la cepa M2 fue la que casi no presento
actividad, ya que solo la presento a las 24 horas de incubacion. Los valores de actividad
en pectina fueron mucho menores que los presentados al ser incubadas en el sustrato
complejo.

Al comparar las actividades en los dos sustratos se observa que aunque en manzana los
valores de actividad fueron mas altos solo presentan actividad dentro de las 48 horas de
incubacién mientras que en piel de naranja siguieron mostrando actividad hasta las 72
horas. Esto se debe de tener muy en cuenta si se quieren obtener enzimas activas de
mixobacterias y citofagas; se debe de escoger el sustrato adecuado para que puedan ser
producidas. Otro factor que pudo tener efecto fue el pH ya que aunque el pH del medio
era de 7 conforme se van consumiendo los sustratos se afecta el pH del medio y eso
puede evitar que el microorganismo continle produciendo las enzimas o hien dichas

enzimas pueden perder actividad.

5.11 Relacion de la cantidad de proteina con la act ividad enzimatica en sustratos
complejos.

De la misma forma que cuando las cepas fueron incubadas en el sustrato puro pectina, se
cuantificéd la cantidad de proteina secretada al ser crecidas en el medio A para relacionar
la cantidad de proteina presente activa con la produccién de acido galacturoénico.

En la figura 24a, se muestra la cantidad de proteina secretada por todas las cepas. Se
observa que la cantidad presente es mayor que la observada con el sustrato puro. La
cepa que tiene una mayor cantidad de proteina (42ug/mL) secretada al medio es la cepa
M4. La cepa con una menor produccién de proteina es la cepa C1, 22.79ug/mL, esta cepa
fue la que presenté una menor actividad exopectinolitica.
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La figura 24b muestra la actividad especifica de las diferentes cepas; se observa que la
cepa C2 es la que presenté una mayor actividad especifica en el medio A (15.25mg ac.
Gal/mg proteina/min) esto puede indicar que, aunque no presentd una actividad
enzimatica mayor que las otras cepas, la cantidad de proteina secretada y cuantificada
tenia mas actividad con respecto a la proteina cuantificada de las demas cepas.
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Grafica b) Actividad especifica de todas las cepas en el
pulverizado de piel de naranja.
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Figura 24. Actividad especifica de todas las cepas crecidas en el medio A.

Todas las cepas presentan un maximo en su actividad especifica a las 48 horas de
incubacién. Esto sugiere que en este momento la mayor parte de la proteina secretada es
enzima que esta llevando a cabo la actividad pectinolitica. El maximo de produccién de
proteina es a las 72 horas pero la actividad especifica es menor. Esto se puede deber a

gue en este tiempo hay mas proteina secretada ademas de las enzimas pectinoliticas
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producidas. Si se observa la figura 23a y 23b se puede ver que el maximo de actividad
exoenzimatica también lo presentan a las 72 horas como en la cantidad de proteina
secretada. Esto puede indicar que la actividad especifica disminuye en este tiempo de
incubacién porque no toda la proteina cuantificada en el medio es proteina activa o

enzima.

En la figura 24c se muestra la actividad especifica del sobenadante en pectina. La cepa
C1 es la que presenta mayor actividad especifica, 9.80mg ac. Gal/mg proteina/min, es
decir, la cantidad de proteina secretada tenia una mayor actividad a diferencia de las
demas cepas. Sin embargo, esta cepa presenté una menor cantidad de proteina total,
esto puede indicar que la proteina secretada era en una mayor parte enzima que
presentaba actividad.

En este caso el maximo de actividad especifica fue diferente para cada cepa, esto es
porque la proteina secretada con actividad depende de cada cepa y con esto la actividad
presentada es diferente en cada caso. Aunque de nueva cuenta se observa que la

actividad enzimatica presentada en el sustrato complejo es mayor que en el sustrato puro.
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Figura 25. Actividad especifica de todas las cepas crecidas en el medio B.

La figura 25a muestra la cantidad de proteina secretada por todas las cepas crecidas en
el medio B. No se puede observar una diferencia clara en la produccion de proteina de
cada cepa para poder establecer la que tuvo una mayor produccién. Entre los valores
obtenidos un poco mas altos con respecto a las demas cepas fueron los de 20.76ug/mL
de la cepa M1y 20.32 ug/mL cepa M2.

Se observa que todas produjeron mas proteina a las 24 horas de incubacion, entre las 48

y 72 horas de incubaciéon no existié una gran diferencia y a las 96 horas de incubacion
disminuy6 su produccioén.
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La figura 25b muestra la actividad especifica al incubar la enzima con el pulverizado de
bagazo de manzana. La cepa C1 presentd una mayor actividad especifica que las demas
cepas (67.06mg &c. Gal/mg proteina/min). De la misma forma que su producciéon de
proteina, el maximo de actividad fue a las 24 horas de incubacién y fue disminuyendo al
paso del tiempo. La cepa M3 tuvo un comportamiento similar a la cepa C1, fue la segunda
cepa con mayor actividad especifica: 60.13mg ac. Gal/mg proteina/min y aunque su
produccién de proteina se mantuvo constante durante las 72 horas de incubacion, la parte
de proteina activa presente fue mayor a las 24 horas ya que es cuando se presentd una
mayor actividad especifica y una mayor actividad exopectinolitica. Aunque estas dos
cepas presenten un maximo de actividad mayor que las demas se observa que después
de las 48 horas la actividad disminuye drasticamente, mientras que las demas cepas
siguen presentando actividad hasta las 72 horas de incubacion.

La figura 25c muestra la actividad especifica en pectina, la cepa C1 es la que muestra de
nueva cuenta una mayor actividad especifica, 13.08mg ac. Gal/mg proteina/min. Sin
embargo, ahora presenta un maximo de actividad a las 48 horas, esto podria indicar que a
las 48 horas se secretaron mas enzimas pectinoliticas que a las 24 horas de incubacion.
La cepa M4 presenta el mismo comportamiento de actividad especifica en el pulverizado
de bagazo de manzana que en pectina, se observa un maximo de actividad a las 48 horas
de incubacién para después disminuir. Las cepas M1, M2 y C2 son las que presentan una
menor actividad especifica, esto quiere decir que del total de proteina producida una
pequefia parte fue enzima pectinolitica. Las cepas presentaron un maximo de actividad
especifica a las 48 horas de incubacion.

En ambos sustratos complejos, piel de naranja y bagazo de manzana, se observa que
tanto la actividad especifica en el sustrato complejo como la actividad exopectinolitica es

considerablemente mayor que al ser incubada la enzima en el sustrato puro.
5.12 Evaluacién de la actividad endopectinolitica e  n sustratos complejos.
La figura 26 muestra las gréaficas con el porcentaje de disminucion de viscosidad de los
medios con los pulverizados de los sustratos complejos. La figura 26a presenta la

disminucion de la viscosidad del medio mineral con pulverizado de piel de naranja; todas

las cepas en las primeras 24 horas de incubacion disminuyeron hasta un 50% o mas la
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viscosidad del medio, la cepa M1 a las 24 horas de incubacién disminuyd la viscosidad al
75%, a las 48 horas disminuy6 la viscosidad un 100%, es la cepa que disminuyé mas la
viscosidad del medio en menos tiempo con respecto a las demas. La cepa C1 dentro de
las primeras 48 horas de incubacion solo disminuy6 el 50% de la viscosidad del medio,
hasta las 72 horas disminuyé mas la viscosidad a un 83%. La cepa M2 fue la que
present6 una menor disminucion del medio ya que su maximo fue de 66% en las 72 horas
de incubacion. La cepa M3 en las primeras 48 horas de incubaciéon disminuy6 la
viscosidad un 75%, llegd a disminuir la viscosidad a 83%. La cepa M4 disminuyé la
viscosidad 87% en las 48 horas de incubacion, fue la que disminuyé mas la viscosidad
dentro de las primeras 24 horas de incubacién. La cepa C2 también presentd un total

porcentaje de disminucion de viscosidad del medio (100%) a las 72 horas de incubacién.

En la figura 26b se muestra la disminucion relativa de la viscosidad del medio con
pulverizado de bagazo de manzana por las mixobacterias y citofagas. De la misma forma
gue en el medio con pulverizado de piel de naranja, las mixobacterias y citofagas
disminuyeron mas del 50% de la viscosidad del medio dentro de las primeras 24 horas de
incubacion. La cepa C1 fue la que presentd una mayor disminucién dentro de las primeras
24 horas y fue del 71%, aunque al maximo de disminucion que llegd en el tiempo de
incubacién fue el menor con respecto a las demas cepas (83%). La cepa M1 disminuy6 en
un 66% la viscosidad en las primeras 24 horas de incubacion y presenté el maximo de
disminucion, 100%, a las 72 horas de incubacién. La cepa C2 también disminuy6 un 66%
la viscosidad en las 24 horas de incubacion, sin embargo, su maximo fue de 87% a las 72
horas de incubacion. Las cepas M3 y M4 tuvieron comportamientos muy similares, ya que
disminuyeron la viscosidad cerca del 60% dentro de las primeras 24 horas de incubacion
y su maximo fue del 90%. La cepa M2 fue la que produjo una menor disminucién de la
viscosidad en 24 horas, solo del 50%, aunque el maximo de disminucion fue del 93%.

Se observa que los porcentajes de disminucion de viscosidad obtenidos fueron mayores

en el pulverizado de piel de naranja que en el pulverizado de bagazo de manzana.
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Grafica a) Disminucion Relativa de viscosidad del medio mineral con el pulverizado de piel de naranja 5%
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Grafica b) Disminucion Relativa de viscosidad del medio mineral con el pulverizado de bagazo de
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Figura 26. Disminucion Relativa de viscosidad de los medios al 5% de los sustratos complejos de las
mixobacterias y citofagas.
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5.13 Electroforesis en geles desnaturalizantes de p  oliacrilamida.

Para poder observar la posible presencia de enzimas pectinoliticas se corrieron geles de
proteinas con el sobrenadante de las bacterias crecidas en el medio con pectina; se utilizd
el sobrenadante de las 72 horas de incubacién debido que fue el tiempo a la que
presentaron una mayor concentracién de proteina secretada; sin embargo, las bandas no
se lograron observar en los geles cuando fueron tefiidos con una solucién de Azul de
Coomassie R-250; por lo que se tifieron con plata ya que esta solucién tiene mayor

sensibilidad.

Se utilizaron marcadores de pesos molecular y ademas una enzima pectinolitica de

referencia; Pectoliasa (Pectoliasa, Aspergillus japonicus).

En la figura 30 se muestra el gel de proteinas realizado; se observan las bandas de los
pesos moleculares, la banda de la enzima patrén y la banda obtenida del sobrenadante
de la cepa M2 como ejemplo de lo obtenido para las seis cepas. La banda que se obtuvo
para cada cepa se observé a la misma distancia que la de referencia; esto nos sugiere
que el grupo de enzimas pectinoliticas con la que cuentan las mixobacterias y citofagas
son las liasas.
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Marcadores
peso moleg

Figura 27. Fotografia de uno de los geles de proteinas realizado con el sobrenadante de las cepas, los
marcadores de peso molecular y la enzima referencia.
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Gréfica 4. Gréfica del logaritmo del peso molecular de los marcadores contra el Rf de los marcadores para el
gel de proteinas.

Para calcular el peso molecular de la banda obtenida se utilizé la siguiente ecuacion:
y =-0.1328x +1.9335 ec. 1
donde x = al Rf de la muestra problema.

Rf = distancia recorrida de la proteina (mm)
distancia total recorrida (mm)
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Tabla 6. Distancia recorrida de la muestra en el gel de proteinas y su peso molecular

calculado con la ecuacién 1.

Distancia Recorrida (mm) PM (kDa)

13 77,68

Por los resultados obtenidos con la ecuacién 1, se estima que el peso molecular de la
enzima es de 77kDa; aunque se haya obtenido la banda a la misma distancia del patrén

no se puede asegurar que la enzima presente sea pectoliasa.

Se ha reportado en la literatura que los pesos moleculares de las enzimas pectinoliticas
son muy diferentes y dependen del grupo al que pertenezcan; existen enzimas con un
peso molecular alrededor de 30 a 40kDa hasta de 400kDa. Algunas enzimas con el peso
molecular cercano al obtenido en este trabajo son: Exopoligalacturonasa de Penicillium
frequentans con un peso molecular de 79kDa; Pectoliasa de Bacteroides thetaiotaomicron

con un molecular de 74kDa, entre otras.

5.14 Discusion general.

a) Clasificacion e identificacion.

Las mixobacterias y citofagas son un grupo de bacterias que se encuentran en el medio
ambiente capaces de crecer en sustratos organicos complejos. Pueden ser aisladas en el
laboratorio por la presencia de cuerpos fructiferos y degradacion del papel. El criterio de
aislamiento se bas6 en la bulsqueda de cuerpos fructiferos y de las caracteristicas
macroscoépicas con la ayuda de la clave de identificacion segin Reinchenbach. Las
mixobacterias utilizadas en este trabajo de investigacion fueron las que presentaron una
mayor actividad enziméatica del total de cepas aisladas en el laboratorio.

b) Determinacion de condiciones de crecimiento in vitro.
De las bacterias aisladas y purificadas se determinaron las condiciones de temperatura y

pH donde presentaron un mejor crecimiento in vitro. Como resultado se observé que al

incrementar la temperatura se obtuvo un mejor crecimiento (32°C) y a pH de 7.
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c) Determinacién de condiciones de crecimiento utilizando pectina como fuente de

carbono.

Se evaluaron los parametros de temperatura, pH, composicién del medio y cantidad de
inoculo inicial, donde se observé que a temperatura de 37°C, pH 7 y el doble de inéculo
inicial se obtuvo una mayor produccion de éacido galacturénico como resultado de la
degradacion de pectina.

d) Actividad enzimatica en pectina.

Posteriormente, se cuantificd la actividad enzimatica exopectinolitica con el medio de
pectina y se obtuvo actividad a partir de las 24 horas de incubacion, sin embargo, la

actividad disminuyé después de las 72 horas de incubacién.

Otro método para evaluar la actividad pectinolitica es la disminucién de la viscosidad de
soluciones de pectina, donde se observé que dentro de las primeras 24 horas disminuyd
mas del 50%. Por lo reportado en la literatura (Jayani, R. et al. 2005) se sabe que el grupo
de enzimas que contribuyen a la disminucion de la viscosidad son principalmente el grupo
de las liasas; por lo que al presentar las cepas una disminucion considerable de la
viscosidad se puede pensar que las mixobacterias y citofagas cuentan con este grupo de

enzimas.

La cepa M2 fue la que presenté una mayor actividad exopectinolitica; la cepa C1 fue la
gue presentd el maximo de disminucién de viscosidad, actividad endopectinolitica.

Los resultados obtenidos en la determinacion de las actividades exo y endo enzimaticas
pueden ser un punto de partida para llevar a cabo la identificacion de qué grupo de

enzimas pectinoliticas son con las que cuentan las mixobacterias y citofagas.

También se evalu6 su actividad en placas con pectina; aparentemente, no se observo
actividad enziméatica. Sin embargo, al utilizar un derivado de la pectina, acido péctico, si
se pudo observar actividad enzimatica. La determinacion de actividad en placas se basa
en la formacién de un complejo formado entre un polisacarido y el colorante rojo de

rutenio.
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e) Sustratos complejos.

Para poder observar el comportamiento de las mixobacterias y citofagas en un sustrato
organico mas parecido al que se encuentra en el medio ambiente se evalu6é su
crecimiento y actividad en sustratos organicos complejos. En estos sustratos se observo
una mayor cantidad de actividad enzimatica a diferencia de la presentada con el sustrato
puro. Sin embargo, por la complejidad de los sustratos y sus compuestos no se puede
asegurar que solo se secreten enzimas pectinoliticas o que el crecimiento bacteriano haya

sido solamente por la degradacion de la pectina presente.

La cepa C1 presentd mejor actividad enzimatica tanto exopectinolitica como
endopectinolitica en el medio B (medio mineral con el pulverizado de bagazo de
manzana) que en el medio A (medio mineral con el pulverizado de piel de naranja).

La cepa M2 presenté una mejor actividad enzimatica en el medio que en el medio B; esto

puede ser indicativo de las diferencias en el perfil enzimatico de mixobacterias y citofagas.

Los geles de proteinas realizados mostraron bandas indicando la posible presencia de
enzimas pectinoliticas, la evaluacién de la actividad enzimatica in situ ayudaria a

corroborar la presencia de estas enzimas en el sobrenadante de las cepas.

Existen muchos métodos para la evaluacion de la actividad pectinolitica de los
microorganismos. Con los resultados obtenidos se pueden mejorar las condiciones
evaluadas o buscar alternativas para la investigacion y extraccion de enzimas
pectinoliticas de mixobacterias y citofagas.

Facultad de Quimica, UNAM 86



CONCLUSIONES

CONCLUSIONES.

Facultad de Quimica, UNAM 87



CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES.

* Las mixobacterias y citofagas que presentaron una mejor actividad enzimatica se
lograron identificar en base a las caracteristicas presentadas en su aislamiento asi

COMO con sus caracteristicas micro y macroscopicas.

* Las condiciones de pH y temperatura en las cuales se obtiene un mejor

crecimiento in vitro de las mixobacterias y citofagas fueron de pH 7 y 32°C.

* Las mixobacterias y citofagas presentaron un mejor desarrollo en pectina como

fuente de carbono apH 7 y 37<C.

* Las mixobacterias y citofagas presentaron actividad exopectinolitica a partir de las

24 horas de incubacion y un maximo a las 72 horas.

* Las mixobacterias y citofagas poseen la capacidad para disminuir la viscosidad en
mas del 50% dentro de las primeras 24 horas de incubacion la viscosidad de una

solucién de pectina.
* EIl crecimiento y la actividad enzimatica presentada en los sustratos organicos

complejos pueden ser aprovechados para la extraccion de enzima, no solo

pectinoliticas, de mixobacterias y citofagas para una posterior aplicacién industrial.
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7. PERSPECTIVAS.

Las mixobacterias y citofagas son un grupo importante de bacterias del suelo que ayudan
a mantener el equilibrio y la transformacion de la materia organica por medio de la

secrecion de enzimas que desdoblan polisacaridos.

Las enzimas que hidrolizan polisacaridos tienen grandes aplicaciones en la industria
principalmente en la alimentaria y farmacéutica y la mayoria de las enzimas comerciales
son obtenidas de hongos. Sin embargo, existen bacterias que tienen la capacidad las
producirlas y las mixobacterias y citofagas llevan a cabo de forma natural en el ambiente
la producciéon de estas enzimas por lo que en un futuro podrian representar una
alternativa para la obtencion de estas y asi encontrar una posible aplicacién

biotecnoldgica.

Con los resultados obtenidos se observa que las mixobacterias y citofagas son capaces
llevar a cabo la secrecion de las enzimas pectinoliticas, aunque la actividad enzimatica
presentada fue menor al ser comparada con la de referencia. Sin embargo, para mejorar

las investigaciones posteriores en este tema se sugiere |o siguiente:

Llevar a cabo la identificacion filogenética de las cepas aisladas por técnicas de biologia
molecular para poder tener un mayor y mejor conocimiento acerca de sus caracteristicas
de crecimiento, requerimientos nutricionales y la secrecion de enzimas de interés

comercial.

Realizar un andlisis estadistico de las variables de crecimiento in vitro para obtener las
condiciones de crecimiento Optimas en medio selectivo y en medio utilizando pectina
como Unica fuente de carbono.

En las condiciones en las cuales se obtiene una mayor produccién de enzima, determinar
las condiciones Optimas de dichas enzimas, caracterizarlas bioquimicamente y asi se
podria determinar si existe una real competencia en la actividad enzimatica con las

enzimas comerciales en su mayoria provenientes de hongos.
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Identificar el grupo de enzimas pectinoliticas producido por las mixobacterias y citofagas
con diferentes y mas especificos métodos; asi como llevar a cabo la evaluacién de la

actividad in situ.

Evaluar el crecimiento en diferentes sustratos complejos, asi como en desechos
organicos sin un tratamiento previo, con el fin de evaluar el potencial hidrolitico que
presenten y la produccién de enzimas para una comparacién con los procesos ya

existentes utilizando enzimas comerciales.
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9. ANEXOS.

Composicion de los medios empleados.

1. Soluciéon de elementos traza.

Para preparar un litro del medio mineral se disolvieron en agua estéril las siguientes sales:

Micronutrientes Peso (g) Volumen final Concentracion [g/mL]
H3BO, 2.86 100 0.0286
MnCl,-4H,0 0.181 100 0.0018
ZnS0,47H,0 0.222 100 0.0022
NaMo0O,-2H,0 0.191 100 0.0019
CuS0,-5H,0 0.079 100 0.00079
Co(NO3)2-H,0 0.0494 100 0.00049
Macronutrientes Peso (g) Volumen final Concentracion [g/mL]
NH,SO, 20 100 0.2
Ko;HPO, 3.9 100 0.039
MgSO, 7H,0 7.5 100 0.075
Na,CO; 2 100 0.020
EDTA 0.1 100 0.010
Citrato de sodio 0.6 100 0.060
FeSO, 0.3 100 0.030

Debido a que las sales se precipitan si se esterilizan por calentamiento su preparacion
debe de llevarse a cabo en condiciones asépticas.

2. Agar CY. Para mantenimiento de mixobacterias.

Componente Concentracion
Peptona de caseina 0.3%
Extracto de levadura 0.1%
CacCl,2H,0 0.1%
Agar bacterioldgico 1.5%

pH ajustado a 7.2 y se esteriliza a 121°C por 15min.

3. Medio ligquido con pectina citrica (Sigma) 1% (p/v).

Componente Concentracién
Pectina 1%

Agua estéril 50%.

Medio mineral 50%
Cicloheximida 200ug/mL

La pectina se disuelve primero en agua estéril calentando ligeramente, cuidando que no
pase la temperatura mas de 60°C, una vez disuelta y a temperatura ambiente se agrega el
medio mineral y la cicloheximida para evitar el crecimiento de hongos.
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4. Buffer de fosfatos pH=7 [0.1M] y buffer de acetatos pH=5 [0.1M].

a) Buffer de fosfatos.

pH Na,HPO, [1M]
7 57.7mL

NaH,PO, [1M]
42.3mL

Mezclar los volimenes indicados para tener una solucién stock 1M; diluir con agua
destilada a 1000mL para preparar una solucion 0.1M.

b) Buffer de acetatos.

Solucién A. tomar 1.2mL de acido acético y llevarlos a 100mL con agua destilada.
Solucién B. disolver 2.7g de acetato de sodio en 100mL de agua.

Tomar 2.16mL de la solucién A y 8.71mL de la solucién de B y aforar a 100mL.

5. Medio liquido con pectina citrica (Sigma) 1% (p/v). con promotor de crecimiento
(extracto de levadura).

Componente Concentracion
Pectina 1%
Agua estéril 50%.
Medio mineral 50%
Cicloheximida 200ug/mL
Extracto de levadura 0.01%

Se disuelve el extracto de levadura en el agua estéril y se sigue el mismo procedimiento
descrito anteriormente.

6. Reactivo DNS.

Reactivo Peso (g)
NaOH [0.35M] 1.4
Acido 3,5-dinitrosalicilico. (DNS) 0.75
Tartrato de sodio y potasio 10
Fenol. 0.54
Metabisulfito de sodio 0.59

Las cantidades indicadas en la tabla son para preparar 100mL del reactivo.

Primero se disuelve NaOH en 20mL de agua, con agitacién; aparte se disuelve el DNS en
no mas de 40mL de agua; ya disuelto se agrega a la solucién de NaOH, seguir agitando
(la solucién pasa de un color amarillo a naranja). Adicionar los siguientes reactivos en ese
orden, esperar a que se disuelvan perfectamente para agregar el siguiente. Ya disueltos
todos los reactivos, aforar a 100mL con agua destilada. Mantener en un frasco ambar.
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Método DNS de cuantificacion de azlcares reductores.

A la mezcla de reaccion se adicionan 2mL del reactivo DNS; se calienta en un bafio de
agua en ebullicién por 5 minutos; al término se afiadieron 5mL de H,O destilada y se leyd
a una A=575nm. Se cuantificaron los azUcares reductores liberados utilizando una curva
patron de acido galacturénico (entre 0.1 y 1mg/mL).

7. Soluciones para geles de poliacrilamida.

Soluciéon
1. Solucién Bis-acrilamida (0.8:30) -30% (p/v) Acrilamida
-0.8% (p/v) Bisacrilamida.
-Ajustar el volumen final con agua
destilada.
-Filtrar y guardar a 4°C protegido de la
luz.
2. Tris-HCI pH=6.8 [0.5M] (4x) Pesar 6.055¢ Tris.
Agregar 50mL de agua destilada
Ajustar pH 6.8 con HCI
Ajustar volumen final y filtrar.
Guardar a temperatura ambiente.
3. Tris-HCI pH=8.8 [3M] (8x) Pesar 36.33¢ Tris.
Agregar 50mL de agua destilada
Ajustar pH 8.8 con HCI
Ajustar volumen final y filtrar.
Guardar a temperatura ambiente.
4. SDS 10% Pesar 10g SDS
Disolver en 50mL de agua destilada.
Aforar al volumen final de 100mL con
agua destilada.
Guardar a temperatura ambiente.
6. Persulfato de amonio al 10%. (APS) Pesar 0.1g.

(Bio-Rad) Llevarlo a 1mL de agua destilada.
Guardar a 4°C por no mas de 7 dias.
7. Buffer de muestra (2x) Tomar:

5mL solucién 1.

8mL solucién 2.

4.59mL Glicerol 87%.

2mL B-mercaptoetanol

40mg Azul de bromofenol (2mg/mL)
*Para buffer 1x diluir al 50% con agua
destilada.

*Si no es necesario no agregar colorante.
8. Solucién Tedidora. 0.125(p/v) Azul de Coomasie R-250
50%(p/v) Metanol.

10%(p/v) acido acético glacial.
Ajustar volumen con agua destilada.
9. Solucién Destefiidora. 40% (p/v) Metanol.

7.0%(p/v) acido acético glacial.
530mL agua destilada.
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8. Composicién de geles de poliacrilamida.

a) Gel de separacion. 10%

Solucién Bis-acrilamida (0.8:30) 3.15mL
Tris-HCI pH=8.8 [3M] (8X) 2.32mL
SDS 10% 94.5uL
Agua destilada. 3.75mL
Persulfato de Amonio al 10%. (APS) 150uL
TEMED (N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina) 10pL
(Bio-Rad)

b) Gel de empaquetamiento. 5%

Solucién Bis-acrilamida (0.8:30) 1.7mL
Tris-HCI pH=6.8 [0.5M] (4X) 2.5mL
SDS 10% 100pL
Agua destilada. 5.7mL
Persulfato de Amonio al 10%. (APS) 75uL
TEMED (N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina) 5L
(Bio-Rad) H

9. Marcador pesos moleculares. Dalton Mark VII-L (Sigma).

Proteina Da
AlbUmina sérica bovina 66,000
Ovoalbimina 45,000
Pepsina 34,700
Tripsinégeno tratado PMSF 24,000
B-Lactoalblmina 18,400
Lisozima 14,300

10. Pruebas bioquimicas.
10.1 Pruebas de fermentacion de carbohidratos.

El objetivo de esta prueba es determinar la capacidad de un microorganismo para
fermentar (degradar) un hidrato de carbono especifico incorporado en un medio basal.

Los polisacaridos son demasiado complejos para penetrar en una célula bacteriana para
su degradacién. Primero son catabolizados a monosacaridos menos complejos por
enzimas exocelulares para que puedan ser incorporados al interior de la célula.

Los productos finales caracteristicos de la fermentacion bacteriana son: a) acido lactico,
b) acidos acéticos y férmicos, c) acido lactico y alcohol etilico (etanol), d) etanol, €)
acetilmetilcarbinol (acetoina) y CO, y h) acido butirico a alcohol butilico (butanal).
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Sacarosa [ ™™ _ glucosa + fructosa
Lactosa O TE1°F1T — galactosa + glucosa
Glucosa O . 4cidos organicos (aldehidos, alcoholes, CO:, H., energia)

Caldo rojo de fenol como indicador de pH.

Ingredientes pH 7.4 £ 0.2 Concentracién
Peptona 10g
Extracto de carne (optativo) 1g
Cloruro de sodio NaCl 5g
Rojo de Fenol 0.0018g
Agua desionizada 1000 mL
Carbohidrato 0.5% (5g/L)

Se esteriliza el medio en el autoclave a 121°C, 15lb, 15 min.

Rojo de fenol como indicador de pH:
a) acido: color amarillo pH 6.8
b) Alcalino: color rosado rojo, pH 8.4

Las pruebas de fermentacién de hidratos de carbono pueden utilizarse para determinar
gué productos finales se han formado pero no las vias metabdlicas utilizadas.

El indicador de pH utilizado es el rojo de fenol, ya que la mayoria de los productos finales
del metabolismo de los hidratos de carbono son acidos organicos. Con el rojo de fenol, el
cambio ocurre cerca del pH original del medio (pH acido 6.8: medio pH 7.4).

La peptona en el medio también es degradada por las especies bacterianas y produce
sustancias alcalinas.

Para realizar esta prueba se necesitan tubos con campanas Durhman. En condiciones de
asepsia tomar una asada del microorganismo e inocular cada uno de los tubos. Incubar a
37°C durante 24 horas. Se identifican los siguientes cambios:

A. Produccién de acido por la degradacion de carbohidratos, vire del color del medio a
color amarillo, pH 6.8

(G). Positivo para la produccion de gas.

Negativo (=) . No se utilizé el carbohidrato, se utilizaron las peptonas y hubo produccion
de amoniaco y aminas.

SC. Sin cambio en el medio, no se llevo a cabo la utilizacién de carbohidratos.

10.2 Citrato.

En esta prueba se puede determinar si un organismo es capaz de utilizar citrato como
Unica fuente de carbono y compuestos amoniacales como Unica fuente de nitrégeno en su
metabolismo, por ello se provoca una alcalinizacién del medio.

Se cultiva el microorganismo en agar citrato de Simmons, el cual contiene citrato de sodio
como Unica fuente de carbono, fosfato de amonio como Unica fuente de nitrégeno y azul
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de bromotimol como indicador de pH. Las bacterias que logran multiplicarse en este
medio, son aquellas capaces de metabolizar el citrato, y al hacerlo liberan iones amonio.
Esta liberacién de iones basicos, junto con la combinacion del citrato, generara una fuerte
alcalinidad del medio que sera aparente por un cambio de color del indicador de pH, de
verde a azul.

Citrato % Cxalacetato +  Acetato

|

FPiruvato + CO5
Ingredientes pH 6.940.2 Concentracion
Sulfato de magnesio (MgSQO,) 0.2g
Monofosfato de amonio (NH;)H,PO, 1g
Fosfato dipotasico (K;HPO,) 1g
Citrato de sodio (NazCeHs07-2H,0) 29
Azul de Bromotimol 0.08g
Cloruro de sodio NaCl 59
Agar 15-20g
Agua desionizada 1000mL

Se esteriliza el medio en el autoclave a 121°C, 15Ib, 15 min. Dejar que el medio solidifique
en posicién inclinada.

Se inocula el microorganismo por estria solo en el pico de flauta. Se incuban los tubos a
37°C de 24-48 h.

Interpretacion:

Positivo (+): crecimiento con un intenso color azul en el pico de flauta.
Negativo (-): ausencia de crecimiento y ningn cambio en el color verde.

10.3 LIA (Agar Hierro Lisina)

Determinar la capacidad enzimatica del microorganismo de descarboxilar o desaminar la
lisina.

La descarboxilacion es el proceso por el cual las bacterias que poseen enzimas

descarboxilasas especificas atacan los aminoacidos en su carboxilo terminal (COOH)
para formar una amina o una diamina y diéxido de carbono.

R-CH-NH, -COOH - R-CH, -NH, +CO,

Aminoacido —» Amina +Di6xido de carbono
10. 4 Catalasa
Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima catalasa, es una enzima que
descompone al peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua. El peroxido de hidrogeno es

uno de los productos oxidativos finales en el metabolismo aerobio de los carbohidratos, si
se acumula es letal para las células bacterianas.
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ZHZO D Q[a[ausja - 2HZO + Oz

En una caja petri con agar nutritivo, se siembra por estria recta el microorganismo, se
invierten las cajas e incuban a 37°C durante 24 horas. Se agregan unas gotas de peréxido
de hidrégeno sobre el desarrollo microbiano. Una rapida efervescencia indica la
produccién de oxigeno gaseoso y una prueba positiva.

10.5 Agar Hierro Kligler.

En este medio se pueden varias condiciones enzimaticas de las bacterias. Esta
compuesto principalmente por dos azucares en distinta proporcién, glucosa al 0.1% y
lactosa al 1%, ademas este medio contiene tiosulfato sddico, citrato férrico y rojo de fenol
como indicador de pH. Para estudiar el comportamiento de las bacterias en aerobiosis y
anaerobiosis, la siembra en este cultivo se debera realizar tanto en la superficie del agar,
como en la profundidad del mismo.

La informacion que nos proporciona este medio es la siguiente:

= Fermentacion de la glucosa : se presenta un viraje a color amarillo en el fondo.
Si las bacterias fermentan solo la glucosa, en la superficie la utilizara por via
respiratoria, donde la tensién de oxigeno disminuye lo suficiente, empleara una
pequefia porcion por la via fermentativa. Esto producira una pequefia cantidad
de acidos que seran neutralizados por las aminas derivadas de la
descarboxilacion oxidativa de las proteinas, por lo que el medio mantendra su
color rojo en la superficie, al no haber cambio de pH. En el caso contrario, las
bacterias crecidas en la profundidad emplearan desde el principio la glucosa por
la via fermentativa, produciendo acidos que no seran neutralizados, provocando
un descenso del pH y el color del medio en el fondeo del tubo cambiara a
amarillo.

= Fermentacion de lactosa: presencia de viraje a color amarillo en la superficie.
Si las bacterias fermentan la lactosa, los acidos producidos modifican el pH de la
superficie del medio. En este caso las aminas no son capaces de neutralizar la
cantidad de acidos producidos en esta fermentacion, ya que la lactosa se
encuentra en el medio a mayor concentracion que la glucosa. Por lo que el color
del medio en la superficie cambiara a amarillo.

= No- fermentacion de los azucares: Si la bacteria es aerobia estricta, el medio
permanecera de color rojo. En este caso, los azucares son respirado,
degradandose completamente hasta CO,, que se elimina y no modifica el pH.

» Produccidon de gas en la fermentacion: aparicion de burbujas, rotura o
elevacion del agar del fondo del tubo.

* Produccién de acido sulfhidrico:  ocurre la misma reaccién que en la prueba
de SIM, la cual es:

Bacteria (medio acido) + S,05" H,S1
H,St + Fe2__  FeS| precipitado negro
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10.6 Indol.

Aqui se puede observar la presencia de la enzima triptofanasa en bacterias, la cual es
capaz de degradar el amonioacido triptofano a indol, que es le compuesto que se detecta
en este ensayo. Para realizar esta prueba es necesario que la bacteria se cultive durante
24 — 48 horas en un caldo de triptona con NaCl al 0.5 %( este digerido de proteinas
animales es especialmente rico en triptéfano). Para la posterior deteccidn del indol se
utiliza el reactivo de Kovacs que se puede preparar utilizando la siguiente formulacién:

Componente Concentracion
Alcohol amilico o isoamilico ( o alcohol | 150 ml
butirico)

p- dimetilamino-benzaldehido 10g

HCI concentrado 50 ml

Se disuelve primero el aldehido en el alcohol, agregando después lentamente a esta
mezcla el 4cido. Si la bacteria posee la enzima triptofanasa, al afadir al medio 5 gotas del
reactivo de Kovacs, se producira un anillo de color rojo en la superficie del caldo y la
prueba sera considerada positiva. Si esto ocurre después de 24 horas, la prueba se
considera completa, pero si es negativo deberd incubarse otras 24 horas y repetirse la
prueba. Por ello es conveniente hacer siempre la prueba no en el tubo inclinado sino en
una porcion de unos 2 ml que se retira de él asépticamente.

La reaccidn presente en esta prueba es la siguiente:

i o
OH OH
| Triptofanasa @ + /“\N/ + MNHs
N NH; e N 0

L- triptofano indol ac. pirdvico

] il
5 HCI, alcohaol
+ @U _— Color rojo violaceo
M
NN

p-climetilamine benzaldshida

10.7 Urea.

Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando dos moléculas
de amoniaco por accion del enzima ureasa.

Se cultiva el microorganismo en slant en agar urea de Christensen. Este medio se
complementa después del autoclavado con 50ml/l de urea. Esta ser4 degradada por
aquellos microorganismos capaces de producir el enzima ureasa. Esta degradacion
produce amoniaco que hara variar el color del indicador de amarillo a rojo, poniéndose asi
de manifiesto la actividad ureasa.
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0

/J‘\ Ureasa

HaM NHz + HaO —™C0:+ Ha0 + 2NHz + (NH4:COs

10.8 Reduccién de nitratos.

La reduccién del nitrato (NOs) en nitrito (NO,) y en gas nitrégeno (N,), tiene lugar
generalmente en condiciones anaerébicas, en las cuales un organismo realiza su
respiracion con el nitrato, el que sirve como aceptor de electrones. La mayoria de las
bacterias aerobias son anaerobias facultativas y sélo pueden reducir el nitrato en
ausencia de oxigeno. En la reduccion del nitrato, los citocromos bacterianos transportan
electrones a moléculas aceptoras especificas. A través de esta prueba se determina si el
microorganismo es capaz de reducir el nitrato en nitritos o en nitrégeno libre.

Esta reaccion se revela mediante dos reactivos. Reactivo A (a-naftilamina y acido acético
5N) mas el reactivo B (acido sulfanilico y acido acético 5N). Un resultado positivo lo da un
color rojo, que indica la presencia de nitritos. La ausencia de color después de haber
adicionado los reactivos puede indicar que los nitratos no han sido reducidos (una
verdadera reaccién negativa) o que han sido reducidos a productos distintos de los
nitritos, como oxido nitroso (N,O), oxido nitrico (NO), nitrégeno molecular
(desnitrificacién). Dado que los reactivos detectan sélo nitritos, este Ultimo proceso
llevaria a una lectura falsa negativa. Por lo tanto, es necesario afiadir una pequefia
cantidad de polvo de zinc a todas las reacciones negativas.

Los iones zinc reducen los nitratos a nitritos, y el desarrollo de un color rojo tras adicionar
el polvo de zinc indica la presencia de nitratos residuales y confirma la reaccion negativa
verdadera, pero si no aparece el color rojo tras haber adicionado el polvo de zinc confirma
la prueba positiva.

L
o] + .
[!\!j + =l + ZH —— e + HoH
Flitrato MHitrito

10.9 Fenilalanina desaminasa.

La fenilalanina es un aminoacido que por desaminacién oxidativa forma un cetoacido, el
acido fenilpirGvico. La prueba se basa en la deteccién del acido fenilpirGvico luego del
desarrollo del microorganismo en un medio que contiene fenilalanina. Para esto se agrega
cloruro férrico que forma un complejo de color verde con el acido fenilpirGvico que indica
reaccion positiva. El medio de cultivo no puede contener extractos de carne o peptonas

por su contenido variable en fenilalanina.
0

-2H
Flavaprateina

AN 0
H H

+ 120

Fenlalantna fe. fenilpinivico Amoniaca
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10.10 Medio SIM.

Produccién de acido sulfhidrico: En esta prueba se observa un precipitado de color
negro en el fondo del tubo. Algunas especies respiradoras anoxibionticas son capaces de
emplear el tiosulfato sédico como aceptor final de electrones en la cadena transportadora.
Por lo que este compuesto se reduce a acido sulfhidrico, que a su vez reacciona con el
hierro (Fe?") presente en el medio formando un precipitado negro de sulfuro de hierro. Los
iones Fe?" produciendo los iones Fe** del citrato férrico y aparecen debido a los cambios
en los potenciales redox producidos al someter al autoclave el medio de cultivo. La
reaccion presente es la siguiente:

Bacteria (medio acido) +520;* — H,S 1
H, St +Fe™ _ FeS | precipitado negro

Prueba de la movilidad: Esta prueba nos ayuda a determinar si un microorganismo es
moévil o inmévil. Las bacterias tienen movilidad por medio de sus flagelos que se
encuentran principalmente entre los bacilos aunque existen algunas formas de cocos
moéviles. El medio SIM permite que esta prueba se realice, gracias a ser un medio
semisolido, ya que presenta solamente 3.5 g/l de agar. En estas condiciones, las
bacterias mdéviles producirdn un enturbiamiento homogéneo del medio debido a la
distribucién aleatoria de los microorganismos. Por lo contrario, las bacterias inmoviles
permaneceran en la misma linea de la picadura en que se sembraron.

10.11 Degradacion de polimeros (agar, almidén, gelatina, pectina y quitina)
La hidrdlisis de los polisacaridos son ensayos ampliamente utilizados en la identificacién y
caracterizacién de microorganismos.

En condiciones de asepsia, se toma una asada del cultivo fresco (24 horas de
incubacién), se siembra por estria recta empezando por el borde de la caja que contienen
cada uno de los polimeros. Invertir las cajas e incubar a 37°C durante 3 dias.

Degradacion de almidon: se cubre la superficie de la caja con solucion de lugol, observar
la coloracién que se produce al reaccionar el almidén del medio con el lugol, las zonas
transparentes son indicativos de la degradacion del polisacarido.

Degradacion de gelatina: determinar la capacidad de un microorganismo de producir
enzimas de tipo proteolitico (gelatinazas) que lician o hidrolizan la geltain a 0 muestran
cambios caracteristicos debido a los productos de degradacién. Si el microoganismo lleva
a cabo la hidrdlisis de la gelatina el medio presenta licuefaccion; sino permanece sélido.
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