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Glosario

Potencial biotecnol6gico de microorganismos presentes en aguas termominerales

El potencial biotecnoldgico de los microorganismos presentes en aguas termominerales
esta representado por aquellos que poseen capacidades que mejoren un proceso industrial
0 que contribuyan con la creacién de un producto (Oliart-Ros, Manresa-Presas y Sanchez-
Otero, 2016). Un organismo poseera un potencial biotecnoldgico cuando sea capaz de
sustituir procesos que normalmente se llevan a cabo mediante reacciones quimicas

artificiales empleando sus propias moléculas.

Termorresistencia

La termorresistencia es una capacidad que poseen los microorganismos frente a

condiciones ambientales extremas (Deak, 2014).

Termoestabilidad

Capacidad de no sufrir alteracion por accién del calor (Ferreras, 2011). Es propio de
organismos termdfilos, involucra un desempefio metabolico normal pese al aumento de
la temperatura que en organismos mesofilos o psicrofilos desencadena una

desnaturalizacion de proteinas, alteracion de la membrana celular, y por ende, transporte

Xi



de sustancias. A diferencia de los mesofilos, los termofilos poseen enzimas mas
resistentes y flexibles; ademas, el fendmeno de estabilizacion entrdpica explicaria la alta
termoestabilidad de las enzimas termdfilas (Haki y Rakshit, 2003). La presencia de
chaperoninas y otros mecanismos de adaptacion-residuos de glicina estabilizan la
estructura secundaria tipo hélice (Petsko, 2001)- a las temperaturas altas también

permiten que estos microorganismos prosperen bajo condiciones de altas temperaturas.

Pozas

Lugar donde aflora naturalmente agua subterranea, fluye de formaciones de estratos
conformados por grava, arena o roca fisurada (Partida and Valladares, 2002). Se originan
por infiltracién de aguas superficiales en el interior de la Tierra, incrementando su
temperatura a mayor profundidad terrestre; tras encontrar una fisura ascienden hasta la

corteza terrestre formando las fuentes termales en sus diversas variantes.

Aguas profundas

Se definen aguas profundas a aquellas que se encuentran a 500 y 1500 metros de la
superficie terrestre (Quispe, 2016). Se desarrollan en zonas con materiales poco solubles
debido a su profundidad y afloran a la superficie acompafiadas de gases y con
temperaturas elevadas. También se las llama aguas de origen juvenil y poseen tres tipos
de origenes principales: magmatico, volcanico y de reacciones quimicas. Las de origen
magmatico como resultado de la cristalizacion del magma se componen de hidrogeno,
vapor de agua y diversos minerales como fluor, cloro, azufre, carbono, fésforo y boro.
Las de origen volcanico proceden de la destilacion de la humedad de las rocas y expulsion

de agua de capas profundas. Las reacciones quimicas proceden de la liberacion de agua

xii



tras las reacciones intensas que ocurren en la corteza. Las aguas profundas en conjunto
con las aguas superficiales y aguas fosiles, aguas que quedaron atrapadas entre
formaciones de rocas, dan origen a las aguas termominerales y explican su diversa

composicion quimica y por ende microbiologica (Partida and Valladares, 2002).
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Resumen

El objetivo de esta tesis fue identificar especies bacterianas de la Familia Bacillaceae con
capacidad de producir proteasas y que habitan las pozas del Complejo Turistico Bafios
del Inca. Se colectaron muestras de agua de 10 pozas del Complejo Turistico Barios del
Inca y se las transportaron al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de
Cajamarca para su procesamiento y andlisis. Todas las muestras se homogeneizaron por
agitacion manual, 100 mL de cada muestra se inocul6 en caldo leche e incub6 a 55 °C
durante 7 dias. Después de este proceso de enriquecimiento, una asada se sembré en agar
leche y se incubd a 55°C por 48 h mas. Los aislamientos obtenidos fueron caracterizados
mediante tincion y pruebas biogquimicas estandar, y se les evalud la capacidad de producir
proteasa al formar un halo de hidrélisis en agar leche descremada, a diferentes
temperaturas de incubacién por 48 h. Se extrajo ADN gendmico de todos los cultivos
con prueba de hidrdlisis positiva para amplificar el gen 16S ARNr mediante la técnica de
PCR; el producto de PCR fue evaluado mediante electroforesis en gel de agarosa y
enviado a secuenciar a Macrogen. Se obtuvieron 14 aislamientos productores de proteasa,
Brevibacillus borstelensis generd un halo de hidrdlisis de 60 mm, a 55°C. Anoxybacillus
rupiensis y Aneurinibacillus thermoaerophilus produjeron halos de 40 mm, a 55°C,
respectivamente. Finalmente, las especies de la familia Bacillaceae productoras de
proteasas aisladas de las aguas termominerales del Complejo Turistico Bafios del Inca

son: Anoxybacillus rupiensis, Bacillus licheniformis y Geobacillus kaustophilus.

Palabras clave: Anoxybacillus, Bacillus, Geobacillus, termofilos, proteasas.
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Abstract

The objective of this thesis was to identify bacterial species of the Bacillaceae Family
with the capacity to produce proteases and that inhabit the pools of Complejo Turistico
Banos del Inca. Water samples were collected from the 10 pools of Complejo Turistico
Bafos del Inca and transported to the Microbiology Laboratory of the Universidad
Nacional de Cajamarca for processing and analysis. All samples were homogenized by
manual stirring, 100 mL of each sample was inoculated in milk broth and incubated at 55
°C for 7 days. After this enrichment process, a roast was sown in milk agar and incubated
at 55°C for 48 hours more. The isolates obtained were characterized by staining and
standard biochemical tests, and the ability to produce protease was evaluated by forming
a hydrolysis halo in skim milk agar, at different incubation temperatures for 48 h.
Genomic DNA was extracted from all cultures with a positive hydrolysis test to amplify
the 16S rRNA gene using the PCR technique; the PCR product was evaluated by agarose
gel electrophoresis and sent for sequencing to Macrogen. 14 protease-producing isolates
were obtained, Brevibacillus borstelensis generated a hydrolysis halo of 60 mm at 55°C.
Anoxybacillus rupiensis and Aneurinibacillus thermoaerophilus produced halos of 40
mm, at 55 °C, respectively. Finally, the species of the Bacillaceae family that produce
proteases isolated from the thermomineral waters of Complejo Turistico Bafios del Inca

are: Anoxybacillus rupiensis, Bacillus licheniformis and Geobacillus kaustophilus.

Key words: Anoxybacillus, Bacillus, Geobacillus, proteases, thermophiles.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El PerG es uno de los paises que pertenece al circulo de fuego en el Pacifico Sur, lo cual
explica su alta actividad volcanica y geotérmica; esta caracteristica se asocia a ambientes
extremofilos de altas temperaturas, como las méas de 500 fuentes termales, géiseres y
fumarolas que existen en el pais. Segun el Instituto Geoldgico, Minero y Metallrgico
(INGEMET), en la region norte conformada por los departamentos de Cajamarca y La
Libertad se generan aguas termales que se originan por subduccién de la placa de Nazca
y la placa Sudamericana, a diferencia de la region sur conformada por Cusco, Arequipa
y Tacna cuyas aguas termales son de origen volcanico y por subduccién (Vargas y Cruz,
2010) . EI Complejo Termal Bafios del Inca, ubicado en la region Cajamarca es un centro
turistico conocido desde la época del Incanato, con una temperatura promedio de 70 °C
en sus aguas; sin embargo, no se encuentran reportes de microbiota bacteriana cultivable

en este ambiente por lo que este componente microbioldgico es aln desconocido.

Los microorganismos termofilos (45 °C a 80 °C) se estudian desde hace varias décadas,
siendo Tomas Brock en la década de los sesenta quien inicié estas investigaciones
describiendo bacterias viviendo de forma natural en las fuentes termales y géiseres del
Parque Nacional de Yellowstone; en nuestros dias, la microbiologia molecular se ha
consolidado y ofrece diferentes herramientas que permiten la identificacion de nuevos
filos, géneros y nuevas especies bacterianas en los ambientes mas inhospitos y extremos.
Esta investigacion tiene el enfoque dirigido a estudiar e identificar un grupo de la
microbiota termofila cultivable productora de proteasas, un tipo de enzima de interés

industrial.



Las proteasas son enzimas hidrolasas de clase 11l que degradan proteinas. Dependiendo
del sustrato que degradan asumen distintos nombres, como por ejemplo queratinasas,
gelatinasas, caseinasas. Un test clasico que permite determinar si una bacteria produce
proteasas 0 no es la prueba de caseinasa (proteasa que degrada la caseina, proteina
presente en la leche) en agar leche descremada. La literatura reporta que las proteasas son
enzimas utiles en el mejoramiento de las caracteristicas organolépticas de quesos o en el
mejoramiento de otros productos comerciales derivados de leche como yogurt, o de
bebidas energéticas; pero también tienen una gran importancia como aditivos en la
industria de detergentes (Haddar, 2009). Es importante sefialar que la region Cajamarca

es una de las principales regiones del Per que produce leche y productos derivados.

Un grupo particular de bacterias adaptadas a elevadas temperaturas lo constituyen
algunos géneros grampositivos formadores de endospora como Bacillus, Paenibacillus,
Brevibacillus y Geobacillus. Estas bacterias ademéas de ser reportadas como parte
integrante de la microbiota termdéfila en fuentes termales en todo el mundo, se
caracterizan por sus potenciales metabolitos, entre ellas la produccién de enzimas

hidroliticas (Panda, Sahu y Tayung, 2013).

Por todas estas razones, encontramos en el Complejo Termal Barios del Inca un espacio
natural poco perturbado antropolégicamente que constituye un habitat adecuado para el
desarrollo de bacterias grampositivas esporuladas productoras de enzimas aun
desconocidas, hechos que llevan a plantearnos que posibles especies de familia
Bacillaceae aislables de las aguas del Complejo Turistico de Bafios del Inca son

productoras de proteasas.



Este trabajo tiene como principal objetivo el identificar especies de la familia Bacillaceae
productoras de proteasas aisladas de aguas termominerales del Complejo de Barfios del
Inca en Cajamarca-Per0. Para ello es necesario conocer los parametros fisicoquimicos de
las aguas para comprender el entorno donde viven los bacilos, identificar morfolédgica y
bioquimicamente las bacterias termofilas formadoras de endospora y, finalmente,
identificar molecularmente las especies productoras de proteasas de la familia

Bacillaceae presentes en el agua.

El hallazgo de bacterias que producen proteasas termoestables constituye una base para
la creacion de una linea de investigacion en microorganismos productores de enzimas
termoestables en Cajamarca y representa un antecedente favorable para el desarrollo de
empresas dedicadas a la obtencion de enzimas termoestables, que aprovechen el potencial
de las aguas termominerales no solo como atractivo turistico, sino también como fuente

de sistemas bioldgicos con potencial biotecnolégico.

Las limitaciones principales del trabajo se relacionan con el aislamiento y el cultivo
microbiano de todas las especies de la familia Bacillaceae, puesto que podrian existir
especies e inclusive géneros que no se pueden cultivar en el laboratorio como las bacterias
del género Chloroflexi y Tepidimonas, presentes en aguas termales (Xian et al., 2020).
Por el contrario, en este trabajo solo fue posible, mediante procedimientos de
microbiologia convencional, aislar bacterias de los géneros Bacillus, Geobacillus,
Anoxybacillus. Brevibacillus y Aneurinibacillus; los cuales presentan especies capaces de
producir proteasas incluso variando la temperatura de incubacién sin tener en cuenta
factores como el pH, sustrato de crecimiento (Remigio, 2012) y cofactores como el calcio,

factores que pudieron influenciar la produccion de proteasas en las bacterias.
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Para realizar esta investigacion se colectaron muestras de agua de las pozas del Complejo
Turistico Bafios del Inca, las cuales fueron inoculadas en caldo de enriquecimiento e
incubadas por 7 dias a 55°C. Para seleccionar las bacterias termdfilas productoras de
proteasas se realizd un tamizaje mediante una prueba de hidrdlisis. Posteriormente, los
aislados se caracterizaron mediante pruebas microbioldgicas estandar y se evalto la
produccidn de proteasas a 40, 45, 50, 55, 60 y 65°C. Finalmente, se extrajo ADN mediante
shock térmico y se amplifico el gen 16S ARNr a fin de secuenciar e identificar los

aislados.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion

En Armenia, en el afio 2017, Panosyan usando el método de andlisis de 16S ARNTr en
microorganismos aislados de aguas y sedimento de fuentes geotermales, encontrd 135
cepas de bacilos termofilos y termotolerantes de los géneros Anoxybacillus, Bacillus,
Brevibacillus,  Geobacillus,  Paenibacillus,  Sporosarcina,  Ureibacillus vy
Thermoactinomyces; la temperatura dptima de crecimiento para termofilos obligados
oscila entre 60 - 65°C, mientras que para los termotolerantes, 55°C; el pH éptimo de
crecimiento se halla entre los rangos de 6.5-8.5. Concluyeron que de los microrganismos
termofilos obligados Geobacillus y Anoxybacillus son los géneros dominantes; por otro
lado, Bacillus es el género dominante dentro del grupo de los termotolerantes y B.
licheniformis es la especie con mas presencia en este grupo. Ademas, se reportaron cepas

productoras de lipasas, proteasas, amilasas (Panosyan, 2017).

En Turquia, en el afio 2009, Adiguzel et al usando métodos de fenotipificacion (acidos
grasos), genotipificacion (16S ARNr) y rep-PCR huella gendmica en células bacterianas
obtenida a partir de agua y lodo de fuentes termales, encontr6 15 cepas de forma bacilar,
moviles, termofilas moderadas, formadoras de espora, pertenecientes a los géneros
Geobacillus, Anoxybacillus y Bacillus en dichos habitats, concluyendo que sus pH y
temperatura Optimos son 7.5-10 y 56° C respectivamente, capaces de crecer bajo
concentraciones de 2-4% de sal. Concluyeron que la huella rep-PCR y el 16S ARNTr son

técnicas potentes para identificar y caracterizar cepas bacterianas (Adiguzel et al., 2009).



En Arabia Saudi, en el afio 2017, El-Gayar et al. analizaron microbiolégicamente dos
fuentes termales empleando la técnica de huella fenotipica (Phenotypic Fingerprint)
determinando la presencia de los siguientes microorganismos termofilos: Brevibacterium
linens y Bacillus subtilis, productoras de proteasas y amilasas con aplicaciones
biotecnologicas. Demostraron que a 50°C se produjo la mayor cantidad de proteasas,
mientras que la produccion de amilasas fue superior a 30°C. Asimismo, encontraron que
el ion calcio aumenta la produccion de proteasas (EI-Gayar, Al Abboud y Essa, 2017).
Aln es necesario evaluar la produccion de las proteasas bajo diferentes sustratos y en

diferentes rangos de pH.

En Jordania, en el afio 2017, Mohammad analizé 10 cepas microbianas provenientes de
aguas termales mediante la técnica de analisis de 16 S ARNTr, determinando que 9 de ellas
identificadas como Bacillus licheniformis y la restante como Thermomonas
hydrothermalis, productoras de proteasas y gelatinasas, enzimas con un gran potencial
biotecnoldgico (Mohammad, 2017). Por otro lado, no se concluy6 a qué temperatura y

pH se produce mayor cantidad de enzimas.

En Indonesia, en el 2019, Ginting aisl6 16 bacterias termofilas productoras de proteasas
a partir de muestras de aguas termales marinas, las cuales produjeron halos de hidrolisis
a 65 °C, cinco de ellas fueron identificados molecularmente y se determind que
pertenecieron a las especies Bacillus cereus, B. halotolerans, B.megaterium,
Aneurinibacillus migulanus y Pesudomonas baleérica. El planteé que estos organismos
cumplen un rol critico en su nicho ecoldgico pues descomponen y mineralizan nutrientes

contribuyendo al buen funcionamiento del ecosistema, especialmente en el ciclo del



nitrégeno ya que las bacterias productoras de proteasas descomponen restos organicos
nitrogenados en péptidos y aminoacidos, los que son tomados por otras bacterias para

realizar los procesos de amonificacion, nitrificacion y desnitrificacion (Ginting, 2020).

En India, en el 2012, Panda et al empleo la técnica de analisis de 16S ARNr en una cepa
productora de proteasas aislada del sedimento de fuentes termales, identificando una cepa
de Bacillus amyloliquefaciens capaz de crecer a 90°C. Se estudié su contenido de GC
concluyéndose que es superior al contenido de mesofilos, pero inferior al de
hipertermofilos (Panda, Sahu y Tayung, 2013). En este estudio hace falta evaluar la

produccion de las proteasas a diferente temperatura, pH, sustratos.

En Ecuador, en el 2017 Andueza y su equipo analizaron fuentes termales empleando
técnicas de analisis metagendmico reportando la presencia de hongos y bacterias
termofilas. Las bacterias gramnegativas tuvieron mayor presencia y pertenecian a los
géneros Aeromonas y Pseudomonas. Por otro lado, se identificaron escasos géneros de
bacterias grampositivas, Bacillus y Staphylococcus. Pero, ambos grupos eran productores
de enzimas amiloliticas, celuliticas, lipoliticas, proteoliticas y degradadoras de derivados
de hidrocarburos (Andueza, 2018). Sin embargo, no se evalud el efecto de la temperatura,

el pH en la produccion de las enzimas.

En Perd, en la region Tacna se asilaron 2 bacterias productoras de proteasas a partir de
sedimentos de geiseres en Candarave (Naquiche, Zufiga y Ferrer, 2015), luego mediante
el analisis de secuencias del gen 16S ARNr fueron identificadas como Bacillus

licheniformis con un 99% de porcentaje de similitud y Geobacillus thermoparaffinivorans

7



con un 99% de porcentaje de similitud. Por un lado, Bacillus licheniformis produjo un
halo de hidrdlisis de 46mm a 50 °C mientras que Geobacillus thermoparaffinivorans
generod un halo de 85 mm a 60 °C. El pH optimo de la actividad proteolitica se encontrd

entre 7.7 y 8.0.

2.2 Bases tedricas (Marco tedrico y conceptual)

2.2.1 Fuentes termominerales

La biotecnologia tomé un nuevo rumbo luego del descubrimiento de la bacteria Thermus
aquaticus, aislada de aguas termales del Parque Nacional de Yellowstone por Thomas
Brook capaces de crecer a 70 °C, de la cual posteriormente se aislé una polimerasa
termoestable cuyo efecto repercutira en la mejora de la PCR. Con el pasar de los afios se
han descubierto nuevas especies aisladas de aguas termales (Pentecost, Jones y Renaut,
2003) que poseen enzimas termoestables con diversas aplicaciones biotecnologicas
(Gupta, 2017). Los diferentes minerales procedentes del arrastre que genera el agua en el
interior terrestre son nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo de ciertos
microrganismos, y es gracias a la exposicién a estos sustratos quimicos que desarrollan

metabolitos con una gran prospeccion biotecnoldgica (Haki y Rakshit, 2003).

2.2.2 Microorganismos termofilos y mecanismos de adaptacion a altas temperaturas
Son organismos que no solo toleran altas temperaturas, 50 — 121°C, si no que requieren
de estas condiciones para crecer y sobrevivir. Pueden ser aislados a partir de fuentes

termales o del mar profundo (Mohammad, 2017). Se clasifican en termdfilos moderados



(40 — 60°C), extremotermofilos (60 — 85°C) e hipertermofilos (superiores a 85°C) (Mehta

y Satyanarayana, 2013).

Los microorganismos termdfilos han desarrollado y combinado diferentes estrategias

para combatir los efectos de la temperatura en sus componentes celulares, asi se tiene:

Solutos compatibles: Conocidos también como termosolutos son compuestos que se
encuentran en altas concentraciones en el citoplasma de termofilos y estan cargados
negativamente. Protegen enzimas, acidos nucleicos y moléculas termolabiles como el

ATP de la desnaturalizacién térmica.

Estabilizacion de proteinas: Las proteinas necesitan conservar su estructura
tridimensional y la integridad de su centro activo para mantener su estabilidad. Para
lograrlo, las proteinas de termdfilos poseen superficies mas polares, nicleo mas apolar y
mejor empaquetado, un mayor nimero de interacciones ionicas, puentes disulfuro y
optimizacion de estructuras secundarias en comparacion con las proteinas mesoéfilas. En
resumen, las proteinas son méas pequefias con un nucleo hidrofébico muy compacto con

minimas cavidades internas y sin bucles externos.

Los termdfilos poseen proteinas conocidas como chaperoninas, las cuales son
termoestables, resistentes a la desnaturalizacion y protedlisis, que se encargan de restaurar
el plegamiento y la funcion de las proteinas que han sufrido dafios o alteraciones por el

calor (Haki y Rakshit, 2003).



Modificaciones de membranas celulares: Los lipidos poseen un papel muy importante en
los termdfilos dado que deben adaptarse a las fluctuaciones de la temperatura del
ambiente sin perder su estabilidad quimica y deben evitar disolverse por las altas
temperaturas, crean ambientes hidrofobicos y mantienen rigida a la célula para sobrevivir

en altas temperaturas.

La termoadaptacion de las membranas en arqueas se debe a la union de hidrocarburos
ramificados al glicerol mediante enlaces éter; en hipertermofilos la bicapa se sustituye
por una monocapa de cadenas transmembrana de fitanil (Cso) que cubre todo el ancho de
la membrana; y en bacterias termoéfilas las membranas se fortalecen al aumentar la
cantidad de &cidos grasos saturados y mientras mas ramificados sean, mayor sera la

elevacion de los puntos de fusion (Madigan, 2015).

Estabilizacion de acidos nucleicos: EI ADN de los microrganismos en general sufre
dafos significativos cuando se sometido a temperaturas altas, los efectos se manifiestan
como desnaturalizacion de su arquitectura, incremento de la union covalente de
metabolitos reactivos o alteracién quimica de sus componentes; ademas, un alto

contenido de guanina citocina no impide el dafio por efecto del calor.

En termdfilos son las altas concentraciones de sales, la union de proteinas catidnicas en
arqueas y mecanismos de reparacion del ADN quienes impiden la degradacion o el
deterioro de la molécula. En bacterias hipertermdfilos y algunos terméfilos la responsable
de proteger al ADN es una topoisomerasa especial conocida como ADN girasa reversa,

capaz de introducir superenrollamientos positivos en el ADN.
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Por otro lado, la proteccion del ARN esta relacionada a modificaciones post-
transcripcionales y a un alto contenido de guanina citosina en la estructura secundaria

(Ferreras, 2011).

2.2.3 Bacterias termofilas de la familia Bacillaceae

La familia Bacillaceae es un taxon del phylum Firmicutes, que incluye a bacterias
grampositivas caracterizadas por tener forma bacilar y por producir cuerpos de resistencia
conocidos como endosporas. La mayoria de los miembros de este grupo viven en el suelo
bajo la forma de endosporas, pero también estdn presentes en aguas termales gracias a
que desarrollaron adaptaciones a altas temperaturas como alteracion de membrana o
mejor plegamiento de proteinas; al vivir bajo estas condiciones las enzimas que producen
son termoestables. Los géneros mas representativos de esta familia corresponden a:

Anoxybacillus, Geobacillus, Bacillus, Virgibacillus, Halobacillus.

Bacillus es uno de los géneros mas representativos de la familia Bacillaceae. Estos bacilos
-4 a 10um-, grampositivos, aerobios estrictos 0 anaerobios facultativos, productores de
esporas -centrales en B. licheniformis o subterminales como en B. subtilis (Reimer, 2018).
Esta Gltima caracteristica es llamativa debido a que les confiere resistencia a condiciones
desfavorables; destacando su termorresistencia, motivo por el cual es un indicador de
esterilidad. Ya que este género presente multiples especies se la clasifica en subgrupos,
asi tenemos: B. polymyxa, B. subtilis (que incluye a B. cereus y B. licheniformis), B. brevis
y B. anthracis. Asi pues, son escasos las especies que producen dafio a los seres humanos,
como es el caso de B. cereus que produce toxinas eméticas y disentéricas, aunque estos
efectos se manifiestan en su mayoria en pacientes inmunodeprimidos (Bartram, 2004).

También se debe considerar a B. anthacis que produce carbunco tanto en animales como
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en personas. Otras especies como B. thuringiencis tienen un efecto fitopatdgeno. Ademas,
existen aquellas que producen antibidticos como la bacitracina, secretada por Bacillus

subtilis (Bergey, 2009; Dowd, 2017).

Geobacillus es otro género cuyas especies estuvieron asociadas al género Bacillus, pero,
que tras analisis de ADN ribosomal se determind que eran filogenéticamente diferentes.
Este género de bacilos termofilos — 2 a 4 um- forman esporas subterminales y terminales,
presentan movilidad y poseen flagelos peritricos, son quimiorganotrofos (Reimer, 2018).
Entre sus especies representativas destacan G. stearothermophilus empleado en el control
de calidad de procesos de autoclavado, asimismo G. thermoglucosidasius productor de
xilanasa termoestables (Brumm, 2015). Las bacterias de este género pueden producir

amilasas, xilanasas, proteasas y lipasas (Tayyab, Rashid y Akhtar, 2011).

2.2.4 Enzimas bacterianas termoestables

Una enzima es un catalizador de origen biolégico, es decir, una molécula capaz de
disminuir la energia de activacion de una reaccién quimica aumentando la velocidad de
reaccion, es de naturaleza proteica y no sufre alteracién durante su accionar (Madigan,
2015). Sin embargo, su cinética puede verse afectada por la temperatura, el pH, la

concentracion de sustrato.

Los microorganismos extremofilos poseen enzimas que funcionan a temperaturas
superiores a 100°C (Suarez, 2002), estas enzimas son termoestables y son importantes
catalizadores en las fermentaciones industriales, procesos o tecnologias que hacen uso de

microorganismos o0 de sus productos (Lagarda, 2006). Su empleo mejora algunas
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caracteristicas como la textura en los productos de la industria de alimentos (amilasas,
proteasas) o contribuyen con la obtencion de la materia prima como en la industria del

papel (celulasas).

Las enzimas termoestables se clasifican en tres grupos: las de clase | son estables a
temperaturas de sintesis de 55 — 65°C, pero inactivas a temperaturas superiores; las de
clase Il son enzimas inactivas a temperaturas de sintesis a menos que el sustrato esté
presente; y las de clase Il son enzimas altamente resistentes al calor y estables a

temperatura superior a la de sintesis (Forero, 2017).

Las enzimas termoestables poseen muchas ventajas, en primer lugar, estas enzimas estan
mejor adaptadas a procesos industriales que demandan temperaturas elevadas. Ademas,
poseen mayor resistencia a solventes organicos, pH y detergentes. Por otro lado,
disminuyen la posibilidad de contaminacion de mesofilos, al aumentar la temperatura
(Ferreras, 2011). Presentan mayor estabilidad y vida media, por lo que su reposicion en
los procesos disminuye. Finalmente, permite emplear temperaturas que aumenten el
coeficiente de difusion del sustrato, disminuyendo la viscosidad de este, aumentando el
rendimiento causado por el incremento de la solubilidad de sustratos y productos,

favoreciendo la formacion de productos (Haki y Rakshit, 2003).

2.2.5 Proteasas
Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de enlaces peptidicos de proteinas;
poseen una gran diversidad de usos en la industria: detergentes, curtiembre, en la

industria de alimentos emplean proteasas neutras ya que producen menos amargura en
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los productos, ademéas también son utilizados en la produccién de cosméticos y el
diagnostico médicos (Panda, Sahu y Tayung, 2013); motivo por el cual constituyen el

60% del mercado mundial de enzimas.

Segun el pH 6ptimo de accidn, se tiene proteasas neutras que tiene una alta afinidad por
aminoacidos hidrofébicos — con radicales no polares como la alanina, la leucina, la
isoleucina, lavalina, la prolina, la fenilalanina, el triptfano y la metionina-. Las proteasas
alcalinas, presentan mejor rendimiento en pH basico y su temperatura 6ptima se presenta
a 60°C (Rubiano, 2006); por otro lado, se encuentras las proteasas &cidas que se
desempefian exitosamente en pH &cidos. De acuerdo a una clasificacion adicional segun
el sitio de accion se tiene endopeptidasas y exopeptidasas. Las exopeptidasas rompen los
enlaces peptidicos mas proximos a los extremos terminales amino o carboxilo, criterio
para subclasificarlas en aminopeptidasas y carboxipeptidasas. Las endopeptidasas
rompen los enlaces peptidicos distantes de los extremos terminales, se subclasifican segun
el grupo funcional que esta presente en el sitio activo de la enzima: serinproteasas,
asparticoproteasas, cisteinproteasas y metaloproteasas (Sawant y Nagendran, 2014;

Gomri, 2018).

2.2.6 Gen 16S ARNr

El gen 16S ARNTr codifica la subunidad menor de los ribosomas procariotas, posee un
peso molecular aproximado de 1500 pb; es poseedor de secuencias conservadas y no
conservadas o hipervariables, sus nueve regiones hipervariables (V1-V9) suministran
informacidn util para estudios de filogenética y por eso es empleado como un marcador

molecular para la identificacién bacteriana debido a que contiene variabilidad y
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divergencia genética significativa a nivel de especie, posee sitios conservados y una
longitud ideal para secuenciar de forma sencilla, precisa y reproducible (Valenzuela-

gonzélez, 2015).

El gen rpoB, que codifica la subunidad beta de la ARN polimerasa, ha comenzado a tener
participacion en analisis filogenéticos e identificacion de bacterias, especialmente cuando
se estudian aislamientos estrechamente relacionados. Junto con el gen 16S ARNT, el rpoB
ha ayudado a delinear nuevas especies bacterianas y refinar el andlisis de la comunidad

bacteriana (Costa Torres, 2013).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1 Material bioldgico

El material bioldgico estuvo constituido por los microorganismos presentes en las
muestras de agua colectadas de las pozas del Complejo Turistico Bafios del Inca. La
unidad de analisis de este proyecto estara constituida por cada una de las bacterias

termofilas que crezcan sobre los medios de cultivo empleados en el laboratorio.

3.2 Lugar de muestreo

El Complejo Turistico Bafios del Inca esta ubicado en el distrito de Bafios del Inca a 15
minutos de la ciudad de Cajamarca, provincia y region de Cajamarca, Per, comprende
un conjunto de pozas de uso privado, piscinas y servicios de tratamiento terapéutico
(Ministerio de Comercio Exterior y Turismo, 2017). Su geolocalizacién corresponde a
una latitud de -7.16667, una longitud de -78.4636 7° 9" 42" Sur, 78° 27' 49" Oeste y una
altitud de 2 667 m.s.n.m. La temperatura en torno al Complejo Turistico Bafios del Inca
oscila entre 3y 22°C; presenta una humedad relativa de 65% durante el afio; sin embargo,
los meses de julio, agosto y setiembre son los meses de menor humedad (Municipalidad
Distrital de Los Bafos del Inca, 2017). Sus aguas pertenecen a la familia de las cloruradas
(98 — 101 mg/L), con temperatura de 68 - 71 °C y pH de 6.6 -7.1. Por su temperatura y
pH son aguas profundas, que se mezclan con aguas subterraneas, motivo por el cual

presenta una baja concentracion de Cl y Na (Huamani, 2000).
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3.3 Toma de muestra de agua de la fuente termal de EI Complejo Turistico Bafios
del Inca

Para la toma de muestra se utilizo la metodologia descrita por (American Public Health
Association, 1999). Se colectaron 10 muestras de agua (350 mL cada una) en frascos
estériles de 450 mL de capacidad con tapa rosca. Estas muestras fueron tomadas de cada
una de las pozas (espacio cercado por donde brota agua caliente), a una profundidad de
10 cm bajo la superficie. Se determiné la temperatura y pH de los puntos de muestreo,
utilizando un termometro de canastilla y un pH-metro calibrado. Estas muestras fueron
rotuladas de acuerdo al nimero de pozas previamente asignado y posteriormente
trasladadas en caja de tecnopor hasta el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de
Biologia y Biotecnologia de la Universidad Nacional de Cajamarca. El tiempo estimado

del transporte de las muestras fue de 15 minutos.

3.4 Caracterizacion fisico quimica de las aguas de la fuente termal del complejo
turistico Bafios del Inca

Se determind la concentracion de iones en el agua de la fuente termal del Complejo
Turistico Bafios del Inca. La empresa SGS — Peru con sede en la ciudad de Cajamarca fue
la responsable de realizar la caracterizacién, para ello utilizd espectrofotometria de
absorcion atomica. Para el anélisis se prepar6 un frasco estéril con agua compuesta por
las 10 muestras y se acidificé a un pH de 3.0 con &cido nitrico 1 N, de esta forma se

entrego a la empresa para el analisis.

3.5 Aislamiento de las bacterias de agua de fuente termal
Se tomaron 100 mL de agua de cada frasco, luego se mezcld y homogenizo cada muestra

de agua con 100 mL de medio de enriquecimiento estéril en un matraz de 500 mL de
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capacidad, conformado por extracto de levadura (1.5%), sulfato de magnesio (0.01%),
cloruro de sodio (0.1%) y fosfato monobasico de potasio (0.1%) y agua de la fuente
esterilizada para enriquecer el medio (Andueza, 2018). La mezcla se agitd por 2 minutos

y se incubo a 55°C por 7 dias.

Después del paso de enriquecimiento, se procedié a homogenizar el cultivo por agitacion
manual por un periodo de 5 minutos, para posteriormente ser expuestos a 80 °C por 10
minutos para seleccionar bacterias formadoras de esporas (Panosyan, 2017). Luego, se
continu6 con el aislamiento, previa dilucion seriada hasta 107, inoculando por
agotamiento, con un asa bacteriolégica en anillo graduada (10 uL), de las dos Ultimas
diluciones en placas con Agar Leche. Posteriormente, las placas fueron incubadas a 55
°C por 48 horas. Se reporté como bacterias productoras de proteasas a aquellas colonias
que presentaron halo de hidrolisis alrededor de la colonia. Las colonias fueron
subcultivadas de dos a tres veces de forma sucesiva para aislar las bacterias y garantizar
su pureza. Finalmente, suspensiones turbias del cultivo fueron conservadas en
ultracongelacion (-86°C) empleando glicerol como crioprotector; ademas se conservaron

cultivos en viales con agar nutritivo a 4 °C, para su posterior analisis.

3.6 Caracterizacion microbioldgica

Los aislados bacterianos fueron cultivados en 5mL de caldo nutritivo (suspensién
bacteriana), se sembré por picadura cada aislado, en agar nutritivo y se incubd a 55 °C.
Después de 24 horas, se realizé la descripcion de la morfologia de la colonia bacteriana,
ademas, se determin0 sus caracteristicas tintoriales a través de las coloraciones Gram y

Wirtz (para esporas) evaluando la presencia de bacilos grampositivos y esporulados,
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respectivamente. Se caracterizaron bioquimicamente los aislados bacterianos utilizando
los medios diferenciales TSI, LIA, agar citrato de Simmons y agar SIM para evaluar la
capacidad de fermentar azucares, decarboxilar la lisina, utilizar el citrato como Unica
fuente de carbono y evidenciar movilidad, respectivamente. La incubacién durante estas

evaluaciones fue a 55 °C por 24 horas.

3.7 Determinacion de la actividad enzimética

Se reactivaron los aislados en agar nutritivo a 45 °C por 24 horas. Luego, se inoculé cada
aislado en agar leche descremada (5%) y se incub6 a diferentes temperaturas (40, 45, 50,
55, 60 y 65 °C) por 48h. Posteriormente, al observarse la aparicion de halos de hidrélisis
alrededor de colonias se evidencié la actividad proteolitica. La actividad proteolitica fue
medida, restando al didmetro del halo de hidrdlisis, el didmetro de la colonia (en
milimetros). Esta evaluacion se realizd a cada aislado bacteriano caracterizado

previamente, por duplicado, utilizando un vernier (Mohammad, 2017).

3.8 Extraccion de ADN mediante shock térmico

El ADN gendmico fue extraido de cada aislado bacteriano, previamente cultivado en agar
nutritivo por un tiempo de 18 a 24 horas. En un microtubo de 1.5 mL (estéril y de primer
uso) se adiciond 150 pL de agua grado molecular y se incorporaron un nimero de entre
de 6 a 8 colonias. Luego, los microtubos fueron sellados y se los expuso a 95 °C en bafio
maria por 15 minutos, para posteriormente ser congelados a -20°C por 10 minutos y ser
centrifugados a 10 000 rpm por 10 minutos. Se tomaron 80uL de cada sobrenadante de

cada aislado bacteriano y se los conservo a -20°C hasta realizar la reaccion en cadena de
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la polimerasa (PCR). La calidad y concentracién de ADN fue medida en NanoDrop a una

longitud de onda entre 240 y 260 nm (Hernandez, Lobo, Martinez, 2009).

3.9 Amplificacion del gen 16S ARNr

Para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen 16S ARNr, fueron
utilizados los iniciadores universales 27f (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCA-3’) y 1492r
(5’-CGGTTACCT TGT TAC GAC TT-3") (Lane, 1991; Green y Sambrook, 2012); para
ello se preparé un master mix de PCR a partir del kit KOD Hot Start DNA Polymerase
(Toyobo — Millipore). La composicion de cada reaccion fue: 5 uL de buffer 10x, 3 uL de
MgSOs 25 mM, 5 uL de dNTPs 20 mM, 1.5 uL del forward 10 uM, 1.5 uL del reverse 10
uM, 1 uL de ADN polimerasa, 1 uL de ADN templado y se complet6 hasta 50 uL con
agua grado molecular. Los tubos fueron colocados en el termociclador Bio-Rad, las
condiciones de termociclado iniciaron con la activacion de la polimerasa a 95°C por 2
min seguido de 35-38 ciclos de: desnaturalizacion del templado a 95°C por 20 s,
hibridacién de los iniciadores a la temperatura Melting mas baja de los primers (54°C x

30 s) y extension a 70°C por 20 s. Finalmente, una extensién final a 70°C por 5 min.

3.10 Deteccidn del producto de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacion en gel de los productos de PCR se utilizo la metodologia descrita
por Green y Sambrook (2012) en un sistema de electroforesis horizontal. Se prepard
agarosa al 1% con buffer TBE 0.5x y 5 uL de colorante SYBR-Safe para tefiir el gen de
interés. La mezcla homogenizada fue adicionada al molde de electroforesis horizontal y
dejada enfriar para obtener el gel. Tras colocar el gel en la cubeta de electroforesis

horizontal, se mezcl6 5 uL de cada producto de PCR con 1 uL de loading buffer, luego
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se inocul6 en el carril respectivo del gel. Paralelamente se corrié un marcador de peso
molecular de 100 pb. El corrido electroforético fue a 100 V, 500 mA, por 30 minutos. Las

bandas generadas fueron observadas en un transiluminador de luz UV.

3.11 Secuenciacion del gen 16 S ARNTr e identificacion de la especie

Los productos de PCR del gen 16S ARNr de los aislados bacterianos grampositivos
obtenidos, con perfil de produccion de halos de hidrolisis, fueron secuenciados
bidireccionalmente mediante el método Sanger en Macrogen (Korea). Las secuencias
parciales del gen 16S ARNr obtenidas fueron sometidas a analisis mediante la
herramienta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center
for Biotechnology Information) (Altschul et al. 1990; Altschul et al. 1997) para
determinar las especies bacterianas mas cercanas a cada uno de los aislados. Secuencias
del gen 16S ARNTr de las especies cercanas con porcentajes de similitud mayor a 99 %
fueron recuperadas de la base de datos de nucleétidos del GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Entrez/) del NCBI, e incorporadas en un archivo multi-
FASTA junto con las secuencias query (secuencias obtenidas en este estudio); todas las
secuencias se alinearon y editaron con el programa AliView (Larsson, 2014). Finalmente,
para establecer las relaciones filogenéticas y la construccion del arbol filogenético se
emple6 el programa bioinformatico MEGA 10.2 (Dudley y Kumar, 2007), utilizando el
método Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987) con 500 bootstrap y valores

presestablecidos en el programa.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis fisico quimico del agua del Complejo Termal Bafios del Inca
Se determino que la temperatura promedio del agua de las pozas fue de 70 °C y tuvo pH
promedio de 6.7. El andlisis quimico del agua arrojo las concentraciones de diferentes

elementos metalicos cuyos resultados se aprecian en la tabla 1 y en el apéndice 17.

Tabla 1. Principales elementos presentes en las aguas de la fuente termal del Complejo
Turistico Bafos del Inca y sus concentraciones.

Concentracion

Elemento Concentracion (mM)

(mg/L)
Aluminio Total <0.003 <0.0001
Bario Total 0.1411 + 0.0127 0.001
Cadmio Total <0.00003 <0.000001
Calcio Total 47.388 +4.739 1.18
Cobalto Total <0.00003 <0.000001
Cobre Total <0.00009 <0.00002
Estafio Total <0.00010 <0.0001
Magnesio Total 6.962 + 0.835 0.29
Manganeso Total  0.27449 + 0.01921 0.005
Mercurio Total <0.00009 <0.0000004
Sodio Total 123.147 + 13.546 5.35
Zinc Total 0.0148 + 0.0015 0.0023

Los resultados presentados en la tabla 1 nos muestran las condiciones quimicas del hébitat
de la microbiota presente en la fuente termal de interés, donde habitan las especies
bacterianas formadoras de endospora y productoras de proteasas que se han aislado en

este trabajo. Se detectaron concentraciones elevadas de sodio (123.147 mg/L), calcio
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(47.38 mg/L) y magnesio (6.96 mg/L) lo que nos indica que el agua es dura, muy similar
a las descritas en otras fuentes termales cajamarquinas, reportadas por INGEMET
(Huamani, 2000). Lo resaltante es que estos elementos se encuentran asociados a sales y
pueden estar a disposicion de los microorganismos para ser utilizados como un suministro
de cofactores enzimaticos (Mg*?, Mn*?, Cu*?), asociados en la estabilidad de la membrana

celular (Ca*?, Mg*?, Na").

4.2 Caracteristicas microbioldgicas de los aislados bacterianos

Se aislaron 14 bacterias de interés con caracteristicas morfologicas diferentes de las aguas
de las pozas del Complejo Termal Barfios del Inca. La caracterizacion microbioldgica de
los aislados bacterianos revela que las colonias obtenidas tienen borde irregular en
algunos casos, y en otros es regular, la mayoria son de color crema, y todas se presentan
como bacilos grampositivos formadores de endospora con diferentes ubicaciones dentro
de la célula vegetativa (Tabla 2). La caracterizacion microbioldgica se realiz6 en agar

nutritivo y la observacion microscépica se realizo a 100x utilizando aceite de inmersion.
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Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las bacterias aisladas del
Complejo Turistico Bafios del Inca.

Codificacion

del aislado Borde d_e la Color Gram Espora
bacteriano colonia
K1 Irregular Crema + Central deformante
K2b Irregular Marrén + Subterminal deformante
K3a Regular Crema + Central deformante
K3c Regular Crema + Central deformante
K5 Regular Crema + Central deformante
K6 Irregular Crema + Central no deformante
K9 Irregular Crema + Central deformante
K10 Irregular Crema + Central deformante
2K1la Regular Rosado + Terminal no deformante
2K1b Regular Amarillo + Terminal deformante
2K1c Irregular Crema + Central deformante
2K5a Irregular Crema + Subterminal deformante
2K8a Regular Crema + Subterminal deformante
2K10b Arborescente Crema + Central deformante

Los resultados descritos en la tabla 2 muestran que todas las bacterias de interés fueron
grampositivas formadoras de endospora. Estos resultados pueden ser explicados en parte
por la exposicién de las muestras de agua colectadas a un tratamiento térmico de 80 °C
por 10 minutos, en donde se estimula la expresion de esta caracteristica, la misma que en
general suele ser el mecanismo o forma celular bacteriana mediante el cual algunas
bacterias resisten a condiciones extremas; cabe mencionar que también se aislaron
bacterias gramnegativas y grampositivas no formadoras de endospora que, dado los fines
de esta investigacion, no han sido descritas. Parte de la caracterizacion de este tipo de
bacterias se hace también describiendo la disposicion de la endospora, como se muestra
en la informacion descrita en la tabla 2 (espora terminal, subterminal, central/ deformante
0 no deformante); toda la informacion en su conjunto sirve para caracterizarlas de mejor
forma. Dentro de las bacterias formadoras de endospora se encuentran los géneros

Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Geobacillus y Clostridium.
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4.3 ldentificacion bioquimica de los aislados bacterianos

En la tabla 3 se presentan los resultados de las pruebas bioquimicas orientadas a la
identificacion de los 14 aislados bacterianos. Las pruebas utilizadas tienen como base
observar la utilizacion de sustratos especificos, por ejemplo, fermentacion de azucares en
los medios TSI (glucosa, lactosa y sacarosa), KIA (glucosa y lactosa) y caldo con
sacarosa, decarboxilacion de la lisina en el medio LIA, utilizacion del citrato como fuente
de carbono en medio citrato de Simmons y, en el caso del medio SIM, detectar
principalmente la movilidad bacteriana (evidencia de flagelo). Estas pruebas fueron

realizadas a 55 °C por 24 horas.

Tabla 3. Caracterizacion microbioldgica de aislados de la fuente termal del Complejo
Turistico Bafios del Inca.

Pruebas bioquimicas
Fermentacion de

Aislado Utilizacion Decarboxilacién

; carbohidratos L Movilidad
de citrato de lisina
Glucosa Sacarosa Lactosa
K1 No Si No No No No
K2b No Si No No No No
K3a No Si No No No No
K3c No Si No No Si No
K5 No Si No No Si No
K6 No Si No No Si No
K7 No Si No No Si No
K9 No Si No No Si No
K10 No Si No No Si No
2K1la Si Si No No Si No
2K1b No Si No No Si No
2K1c No Si No No Si No
2K5a No Si No No No No
2K8a No Si No No Si No
2K10b No Si No No No Si
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4.4 Evaluacion de la actividad proteasa de los aislados bacterianos
En lafigura 1 se aprecia de forma general el diametro de los halos hidrdlisis en agar leche,
producidos por cada aislado a diferentes temperaturas. Se destaca la variacion en los

diametros de los halos a diferentes temperaturas para cada uno de los aislados.
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Aislados bacterianos grampositivos productores de endospora

m40° m45° @m50° O55° m60° m65°

Figura 1. Variacion de la actividad enzimatica proteasa de los aislados bacterianos a
diferentes temperaturas de incubacion (40°C, 45 °C, 50°C, 55°C y 60°C).

A partir de la figura 1 se puede resaltar que el aislado K10 produjo un halo de hidrélisis
de 60 mm en 48 horas a 55 °C, mostrando diferencia significativa en relacion a las demas
longitudes de diametro de halo de hidrdlisis (p<0.005, apéndice 18). Los aislados 2K10b,
K2b y K5 también mostraron halos de hidrélisis de didmetro importante. Los demas
aislados degradaron el sustrato empleado (caseina), pero en menor escala, lo que indica
en primer lugar que nos encontramos frente a géneros o especies diferentes con

actividades enzimaticas variadas.
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En la figura 2. se muestra la distribucion de los aislados respecto de la temperatura éptima

de actividad proteolitica.
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Figura 2. Temperatura 6ptima de actividad proteolitica de cada aislado.

Se detectaron las temperaturas dptimas para la actividad enzimatica de las proteasas de
las 14 especies bacterianas analizadas, mostrando en la mayoria de los casos una mayor
actividad hidrolitica a temperaturas de 50 y 55°C. Esta figura nos resalta que no todas las
bacterias pueden ser consideradas como atractivas desde el punto de vista industrial, por
lo que el aislado K10, podria ser considerado para estos fines. Aunque definitivamente
falta méas investigacion respecto de estos aislados, como la determinacion de pH vy el

efecto de ciertos cofactores, nos brinda un panorama alentador.
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4.5 Amplificacion del gen 16S ARNr
En la figura 3 se muestra la amplificacion de las secuencias del gen 16S ARNr para el dominio bacteria (1 500 pb). Este resultado confirma que

todos los aislados caracterizados pertenecen al dominio bacteria.

2Kla 2Kl1lb 2Klc 2K5a K10 K6 2K8a 2K10b K1

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, del gen 16S ARNr, marcador genético de bacterias. Se utilizé los oligonucle6tidos universales
27F, 1492R. MPM: marcador de peso molecular, carril 1.
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Tabla 4. Secuencias consenso analizadas con la herramienta BLAST-N del NCBI.

Codigode  Longitud % de Cobertura Evalor  Posible especie  N° de acceso
aislado similitud bacteriana Genbank

K1 1463 99.78 100% 0 Anoxybacillus KJ842629.1
rupiensis strain
TS 04

K2b 1463 99.93 100% 0 Anoxybacillus KJ842629.1
rupiensis strain
TS _04

K3c 1524 99.78 100% 0 Brevibacillus MT292327.1
borstelensis
strain Gp-1

K9 1394 99.86 100% 0 Aneurinibacillus  MH368249.1
thermoaerophilus
strain Lhs-9

K10 1524 09.92 100% 0 Brevibacillus MT292327.1
borstelensis
strain Gp-1

2K1b 1428 99.86 100% 0 Brevibacillus LC107509.1
borstelensis
strain UICC B-78

2K1la 1438 99.93 100% 0 Geobacillus MT251494.1
kaustophilus
strain ML-1

K5 1232 99.74 100% 0 Aneurinibacillus  MN330039.1
thermoaerophilus
strain M5_4

2K1c 1425 100 100% 0 Brevibacillus sp.  FJ268957.1
B2

2K5a 1404 99.85 100% 0 Bacillus JX281697.1
licheniformis
strain NAST09

2K8a 1394 100 100% 0 Aneurinibacillus MH368249.1
thermoaerophilus
strain Lhs-9

En la tabla 4 se muestra los resultados obtenidos con la herramienta de alineamiento local
BLASTN, de las secuencias consenso del gen 16S ARNTr de los aislados de este estudio,
que fueran obtenidas después de la edicion de las mismas en el programa Aliview. Los
aislados K1 y K2b presentan secuencias 16S ARNr homologas a la especie Anoxybacillus
rupiensis strain TS_04, los aislados K3c, K10 a la especie Brevibacillus borstelensis

strain Gp-1, y el aislado 2K1b a la especie Brevibacillus borstelensis strain UICC B-78;
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el aislado 2K1c se homologa mejor a la especie Brevibacillus sp. B2, las cepas K9 y 2K8a
a la especie Aneurinibacillus thermoaerophilus strain Lhs-9, mientras que la cepa K5 a la
especie Aneurinibacillus thermoaerophilus strain M5_4; la cepa 2K1a se homologa mejor
con la especie Geobacillus kaustophilus strain ML-1 y el aislado 2K5a con la especie

Bacillus Licheniformis strain NASTO09.
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Figura 4. Filogenia de todos los aislados de este estudio (flechas) comparado con
secuencias obtenidas del GenBank, los nimeros de acceso se describen en el arbol

filogenético.
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Figura 5. Filogenia de los aislados obtenidos en este estudio, de la familia Bacillaceae
(flechas), comparado con secuencias obtenidas del GenBank, los numeros de acceso se
describen en el arbol filogenético.

En la figura 4 se muestra la relacion filogenética de todos los aislados obtenidos en esta
investigacién, en un arbol filogenético de bacterias formadoras de endospora, con
diversas secuencias obtenidas de la base datos de genes y secuencias méas grande de la
actualidad, el GenBank. El valor bootstrap corresponde a 500 réplicas, la barra de 0.01
representa un 1% de divergencia entre especies. En la figura 5, por otro lado, se muestran
las posiciones de los diferentes aislados en un arbol filogenético de bacterias que
pertenecerian a la familia Bacillaceae; el valor bootstrap corresponde también a 500
réplicas con un 1% de divergencia entre especies, donde Brevibacillus borstelensis strain
WUM-N18 fue utilizado como outgroup del arbol. Finalmente, en la figura 6 se muestran
las posiciones de los diferentes aislados en un arbol filogenético de bacterias que
pertenecerian a la familia Paenibacillaceae con bootstrap de 500 réplicas, la barra de 0.5
representa un 50% de divergencia entre especies, donde Staphylococcus aureus

ATCC12600 sirvio como outgroup del arbol.

31



MH368249 Aneurinibacillus thermoaerophilus strain Lhs-9
KY861732 Aneurinibacillus sp. str. centralius

K9

KFT791865 Aneurinibacillus sp. XH2 165 ribosomal RNA gene partial sequence
CP080784 Aneurinibacillus thermoaerophilus strain CCM 8960
2K8a

T ks <

Kic <mmm

g MT292327 Brevibacillus borstelensis strain Gp-1

3| MW405879 Brevibacillus borstelensis strain WUNM-N18

KC503891 Brevibacillus borstelensis strain AK2

KT239000.1 Brevibacillus borstelensis strain HMR16

7

13
L[Ki0 G
ﬁ 2K1b S
‘ MMN128073 Brevibacillus borstelensis strain TS9
K3c

MR 118997 Staphylococcus aureus ATCC 12600

—_——
050

Figura 6. Filogenia de los aislados obtenidos en este estudio que pertenecerian a la familia
Paenibacillaceae (flechas) comparado con secuencias obtenidas del GenBank, los
numeros de acceso se describen en el arbol filogenético.

4.6 Discusion

Los resultados del analisis fisico quimico del agua de las pozas, muestran datos
interesantes en relacion a los brindados por INGEMET hace 21 afios (Huamani, 2000),
en donde se aprecian algunas diferencias. En primer lugar, existe un grupo de elementos
qgue aumentaron su concentracion (apéndice 17) como es el caso del sodio (de 90 a
123.147 + 13.546 mg/L), magnesio (de 1 a 6.962 + 0.835 mg/L), manganeso (de 0.22 a
0.2745 + 0.01921 mg/L), estroncio (de 0.75 a 0.8136 + 0.0732 mg/L), rubidio (de 0.01 a
0.0451 + 0.0045 mg/L), y boro (de 0.35 a 2.448 + 0.294 mg/L). Este ultimo podria
sobrepasar los limites permisibles establecidos en los Estandares de Calidad de Agua
cuyo valor permitido es 2.4 (Ministerio del Ambiente, 2017). También se observan
descensos en las concentraciones (apéndice 17) de potasio (de 9 a 7.11 mg/L), calcio (de
61 a 47.388 mg/L), arsénico (de 0.012 a 0.0099 mg/L), bario (de 0.15 a 0.144mg/L), litio
(de 0.35 a 0.2936 mg/L) y cesio (de 0.15 a 0.0049 mg/L). La variacién de las

concentraciones de estos elementos ocurre debido a que las aguas que brotan del
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Complejo Turistico Bafios del Inca son subterrdneas y nacen por un proceso de
subduccién, y por lo tanto, su composicion puede variar en relacion a las condiciones

meteoroldgicas (Instituto Nacional de Defensa Civil, 2005).

La presencia de distintos elementos en diferentes concentraciones hace que el agua del
Complejo Turistico Bafios del Inca disponga de sales minerales que las bacterias pueden
utilizar como cofactores enzimaticos, indispensables para mayor expresion de enzimas
hidroliticas. Se conoce que los iones Ca 2*, Mg?* y Mn? tienen efecto positivo en la
produccién y actividad de enzimas proteolitica (El-Gayar, Al Abboud y Essa, 2017).
Ademas, es importante sefialar que los procariotas que viven en fuentes termales
necesitan de ciertos elementos para evitar la desnaturalizacion de sus acidos nucleicos y
proteinas al mantener la conformacidn activa de las enzimas a altas temperaturas. Esta
afirmacion tiene validez experimental ya que al realizar el cultivo empleando agua
destilada como diluyente no hubo crecimiento bacteriano, sin embargo, el crecimiento es
importante cuando se us6 agua de la fuente termal (experimentos no mostrados); es decir,
aunque se requiere de un estudio especifico, es posible que la presencia de minerales en
el agua termal sea un factor que permite que los organismos puedan crecer y desarrollarse

en habitats dificiles.

El calcio es un ion que induce, estabiliza y protege a las enzimas de cambios
conformacionales (Sousa, 2007). En Bacillus circulans, la actividad proteolitica es
regulada positivamente por los iones Ca*?, Mg*2, Mn*? y Na* aumentando en 30, 15, 10
y 2% respectivamente, cuando la concentracion es 10 mM; por otro lado, se genera un
efecto negativo cuando los iones el Zn, Cu, Hg, Co, Cd y Al estan presentes a una

concentracion 10 mM, disminuyendo la actividad en 4, 16, 8, 10, 6 y 4% respectivamente
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(Subba, 2009). En B. licheniformis, los iones Na, Ca, Zn, Mg y Ba aumentan la actividad
proteolitica en 2.4, 15.5, 4.65, 13 y 11.5 % respectivamente, cuando la concentracion es
5 mM; por otro lado, se genera un efecto negativo cuando los iones el Mn, Hg, Co, Cu
estan presentes a una concentracion 5 mM, disminuyendo la actividad en 6.5, 29.85, 1 y

5.2% respectivamente (Jellouli, 2011).

Los resultados del andlisis de agua con la que se prepararon los medios de cultivo
evidencian la presencia de sodio, calcio, magnesio, manganeso, zinc y bario; iones que
contribuyen de manera positiva a la produccion de proteasas. Del mismo modo, la casi
ausencia de iones negativos como el cobre, mercurio, cadmio y aluminio contribuyeron a
que la actividad proteolitica no disminuya. La incorporacion del agua de la fuente termal
en la preparacion de los medios de cultivo fue importante para lograr el desarrollo de las
bacterias productoras de endospora y la produccion de proteasas. La capacidad
proteolitica de los aislados esta relacionada con la descomposicion y mineralizacion del
nitrégeno transformando restos proteicos en péptidos y aminoacidos, contribuyendo con
el ciclo del nitrégeno del ecosistema acuatico termal al disponibilizarlo para otros

microorganismos que también participan en el ciclo.

Los aislados bacterianos presentaron diversas formas de colonia en agar leche, por
ejemplo, las colonias de Anoxybacillus rupiensis son de borde regular, redondas y cremas,
las colonias de Brevibacillus borstelensis son de color crema, borde regular, pero al pasar
las 48 horas, crecen de forma ramificada y produce una pigmentacion marron. En el caso
del aislado 2K1b (especie homologa a B. borstelensis) y a diferencia de otros
Brevibacillus reportados, posee un color amarillo que se desvanece al superar los 50 °C,

pero retoma su color si la temperatura vuelve a descender; este pigmento amarillo estaria
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relacionado a la regulacién metabolica de la célula, y definitivamente se debe continuar
investigando esta caracteristica. Las colonias homdlogas a Bacillus licheniformis crecen
de manera irregular y poseen un rapido crecimiento, bastando 5 horas de incubacion para
observar la presencia de colonias; ademas, se observo que estas colonias forman pequefias
burbujas de aire que se asemejan a las ya descritas para B. subtilis. Las colonias de
aislados homdlogos de Geobacillus kaustophilus fueron regulares y presentaron pigmento

rosado.

Los aislados obtenidos presentaron distinto modo de crecimiento en medio liquido,
generando dos grupos, los que producen biofilms y aquellos que no lo hacen; la formacién
de biofilms solo en la superficie o interface medio-aire indica que los aislados son
aerobicos. Los aislados que generaron este tipo de biofilms fueron homologos a las
especies Anoxybacillus rupiensis, Aneurinibacillus thermoaerophilus, y B. licheniformis;

G. kaustophilus y Brevibacillus borstelensis no generan biofilms.

Un rasgo comun de las bacterias aisladas es la formacion de endosporas que en su mayoria
fueron subterminales o terminales. Segun Rubiano, 2006, las bacterias del género
Anoxibacillus, incluyendo la especie A. rupiensis, aisladas de ambientes termales,
producen endosporas terminales o subterminales, son anaerobios facultativos,
qguimiorganotroficos de metabolismo fermentativo y son productoras de proteasas,
ademas Goh sostiene que son inmdviles en ciertos medios de cultivo (Goh et al., 2014).
Este género tiene una nutricion versatil, consumen carbohidratos como sacarosa, fructosa,
glucosa y no producen sulfuro de hidrdgeno. La colonia codificada como 2K1a homologa

de G. kaustophilus no es mdvil, puede metabolizar al citrato como fuente de carbono,
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descarboxila la lisina y metaboliza tanto a la glucosa como a la sacarosa y la lactosa,
segun el trabajo de Tayyab y colaboradores (2011) estas caracteristicas bioquimicas
coinciden con G. kaustophilus confirmando lo encontrado en el analisis molecular de las
secuencias 16S ARNr de los respectivos aislados. Otras investigaciones describen
también el aislamiento e identificacion de especies de Aneuribacillus y Brevibacillus de
fuentes termales, con capacidad para decarboxilar la lisina (Mehta y Satyanarayana, 2013;

Gomri, 2018).

En relacion a la generacion de halos de hidrdlisis, nuestros resultados pueden ser
comparados a los descritos en los geiseres de Candarave en Tacna, fundamentalmente por
la metodologia empleada, aunque los hallazgos son distintos. Para empezar, las aguas de
las pozas del Complejo Turistico Bafios del Inca se encuentran a aproximadamente 2800
msnm, con temperaturas de entorno de 65 a 71 °C, ademas, sus aguas fluyen a partir de
un proceso de subduccién en la cordillera, a diferencia de las aguas del campo geotermal
de Candarave — Tacna que se encuentran a aproximadamente 4400 msnm, con
temperatura promedio aproximada de 80 °C y aguas generadas por procesos de
subduccion asociadas a vulcanismo. Estas diferencias no solo describen ambientes
geotermales de condiciones ambientales distintas, sino que dejan entrever que la
microbiota también lo sea, ampliando la diversidad de la microbiota termal con potencial

utilidad en el pais.

Como resultado de nuestro trabajo observamos que el asilado K10, homologo a la especie
termal Brevibacillus borstelensis strain Gp-1, tiene el mejor halo de hidrolisis a 48 h (60
mm de diametro a 55 °C); este resultado definitivamente destaca del conjunto de bacterias

aisladas asi como el de los aislados homdlogos a B. licheniformis y Geobacillus
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thermoparaffinivorans incubados a 48 horas en agar leche cuya mayor actividad
hidrolitica fue de 50 mm a 50 °C y 85 mm a 60°C (Naquiche, Zufiiga y Ferrer, 2015). A
pesar de la diferencia clara entre ambos resultados, se debe considerar que falta un
proceso de bioprospeccion mas profundo, ya que se deben considerar otras muestras
donde la diversidad microbiana sea diferente y donde se puedan considerar procesos de
optimizacion, como, por ejemplo, con el empleo de sales de calcio. Sin duda, estos
resultados abren nuevos horizontes no solo en conocer a las bacterias que alli viven, sino

también en las capacidades metabolicas y enzimaticas que poseen.

En el estudio realizado por Panosyan en aguas geotermales se aislaron termdfilos que
pertenecian a los géneros Bacillus (B. licheniformis), Anoxybacillus (A. rupiensis),
Brevibacillus (B. borstelensis) (Panosyan, 2017). Los aislados identificados en este
trabajo homologos a B. licheniformis, Anoxibacillus rupiensis y B. borstelensis coinciden
con las especies obtenidas por Panosyan en Armenia. Adiguzel en Turquia aislo del agua
de fuentes termales diversas especies de los géneros Geobacillus (G. stearothermophilus)
y Anoxybacillus (A. flavithermus) (Adiguzel et al., 2009). En India, Jordania y Arabia
Saudita, a partir de muestras de agua se aislaron bacterias que pertenecian al género
Bacillus (B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens) (El-Gayar, Al Abboud y
Essa, 2017; Mohammad, 2017; Panda, Sahu y Tayung, 2013). Los datos anteriores
conducen a plantear que del agua de las fuentes termales se pueden aislar especimenes de
los géneros Bacillus, Geobacillus, Brevibacillus y Anoxibacillus, todos contienen
especies con distintas o similares capacidades enzimaticas reportadas en la literatura. El
género Aneurinibacillus ha sido reportado por Ginting en Indonesia, especies fueron
aisladas de aguas termales y llaman la atencion puesto que hay pocos estudios

relacionados a este género y la produccion de proteasas extracelulares (Ginting, 2020);
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en esta investigacion se obtuvieron tres especimenes homologos a este género con
capacidad proteolitica importante que por lo expuesto por Ginting tienen mucho por

estudiar.

El arbol filogenético de la figura 4. presenta cinco clados donde es evidente la divergencia
genética existente entre los géneros Brevibacillus y Aneurinibacillus respecto de los
géneros Bacillus, Geobacillus y Anoxybacillus puesto que pertenecen a dos familias
distintas, la Paenibacillacea y la Bacillaceae, respectivamente. La ubicacion de los
aislados K1 y K2b entre las especies del género Anoxybacillus obtenidas de aguas
termales ratifica su identificacién como la especie Anoxybacillus rupiensis, su clado tiene
una divergencia marcada frente a 2K1a, clado de Geobacillus; la que aumenta mas si se

la compara con 2K5a, clado de Bacillus.

Mencion aparte merece el aislado 2K1c, cuya divergencia de las otras especies es tan alta
que podria tratarse de un nuevo espécimen del género Brevibacillus, esta afirmacion es
reforzada si se considera que no se han reportado especies productoras de enzimas
termoestables de Brevibacillus aisladas de fuentes termales de Perl y en América, cabe
recalcar que las secuencias de B. borstelensis empleadas tienen como fuente de origen
aguas termales de India (codigos GenBank: MT292327, MN128073) Arabia Saudi

(KC503891) y pueden producir enzimas termoestables (Shahinyan, 2015).

El arbol filogenético de la figura 5 muestra que los aislados K1 y K2b pertenecen al clado
de los Anoxybacillus que poseen proteasas termoestables como los aislados de Sumatra
del Sur (KJ842629) (Yohandini, 2015). El aislado 2K5a agrupado en el clado de Bacillus

podria producir no solo proteasas termoestables sino también lecitinasas, gelatinasas y
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celulasas (Mohammad, 2017), convirtiéndolo en un espécimen con gran potencial
biotecnologico. Finalmente, en este arbol es notoria la divergencia genética de los tres
clados que pertenecen a la familia Bacillaceae frente al outgroup, Brevibacillus

borstelensis.

El arbol filogenético de la figura 6 posee clados de la familia Paenibacillaceae, y se
empled como outgroup a Staphylococcus aureus ATCC 12600 dando como resultado una
amplia divergencia genética entre las familias Paenibacillaceae y Staphylococcaceae.
Los aislados K5, 2K8a Y K9 pertenecerian al clado de los Aneurinibacillus dotados de la
capacidad productora de proteasas termoestables y que pueden ser aislados a partir de
fuentes termales (Verma, 2017; Mei-yun, 2018); asimismo, pueden sintetizar
polihidroxialcanoatos -bioplasticos (Pernicova, 2020), una capacidad muy valorada en el
mundo, dada las politicas actuales de reduccion de plasticos y de busqueda de alternativas

amigables con al ambiente.

Como se menciona en parrafos anteriores, las aguas termales albergan una gran variedad
de microorganismos con grandes cualidades como los aislados en este trabajo que no solo
poseen proteasas termoestables, sino que podrian ser capaces de producir bioplasticos u

otras enzimas termoestables que también tienen un alto potencial biotecnolégico.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones
Las especies de la familia Bacillaceae productoras de proteasas aisladas de las aguas

termominerales del Complejo Turistico Bafios del Inca son: Anoxybacillus rupiensis,

Geobacillus kaustophilus y Bacillus licheniformis.

Las aguas de las fuentes termales presentan iones Ca*?, Mg*?, Na* que contribuirian con

la produccion de proteasas termoestables en estos aislados.

Los aislados bacterianos grampositivos productores de endosporas producen proteasas en

un amplio espectro de temperaturas.

El aislado bacteriano grampositivo codificado como K10, destacd por generar un

didmetro de halo de hidrélisis de 60 + 3.4 milimetros.
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5.2 Recomendaciones

Este trabajo permitio establecer una importante proyeccion en la explotacién del potencial
biotecnologico de los aislados obtenidos e identificados, en un futuro proximo, a partir
de la caracterizacion enzimatica, optimizacion de procesos y el escalamiento de proteasas

termoestable, actividades que se aprovecharian en el campo industrial.

En futuras investigaciones se recomienda incluir la prueba de la capacidad de reduccién
de nitratos a nitritos de los aislados bacterianos, puesto que son una de las caracteristicas
principales de las bacterias del género Anoxybacillus; ampliar el analisis a muestreos de
sedimento y tapetes microbianos de las aguas del Complejo Turistico Bafios del Incay,
finalmente, se sugiere realizar no solo la secuenciacion del gen 16S ARNr, sino de
marcadores adicionales e incluso del genoma completo a fin de conocer todo el potencial

biotecnoldgico de los aislados.
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APENDICES

Apéndice 1. Lugar de muestreo
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Apéndice 2. Enriquecimiento de la muestra
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Apeéndice 3. Siembra en medio leche descrema

Medios de enriquecimiento, selectivo y alicuotas.

Placas sembradas en medio leche descremada.
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Apéndice 4. Cepa K1

Coloracién Gram

T° dptima de proteasa: 50°C
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Apéndice 5. Cepa K2b
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Apéndice 6. Cepa K3a
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Apéndice 7. Cepa K3c
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Apéndice 8. Cepa K5
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Apéndice 9. Cepa K9

% ‘; .
’._7 :.?“.‘g-~ -
Coloracién Gram

o1 ‘-"

T° dptima de proteasa: 55°C

Pruebas bioquimicas

59




Apéndice 10. Cepa K10
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Apéndice 11. Cepa 2K1la
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Apéndice 12. Cepa 2K1b
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Apéndice 13. Cepa 2K1c
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Apéndice 14. Cepa 2K5a
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Apéndice 15. Cepa 2K8a
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Apéndice 16. Cepa 2K10b
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Apéndice 17. Composicion quimica de las aguas de las pozas del Complejo

Turistico Barios del Inca

Elemento Resultados Unidad
Aluminio Total <0.003 mg/L
Antimonio Total 0.01832 +0.00513 mg/L
Arsénico Total ~ 0.00990 £ 0.00109 mg/L
Bario Total 0.1411 £ 0.0127 mg/L
Berilio Total <0.00006 mg/L
Bismuto Total <0.00003 mg/L
Boro Total 2.448 £ 0.294 mg/L
Cadmio Total <0.00003 mg/L
Calcio Total 47.388 £ 4.739 mg/L
Cerio Total <0.00024 mg/L
Cesio Total 0.0491 £0.0123 mg/L
Cobalto Total <0.00003 mg/L
Cobre Total <0.00009 mg/L
Cromo Total <0.0003 mg/L
Estafio Total <0.00010 mg/L
Estroncio Total 0.8136 £ 0.0732 mg/L
Faésforo Total <0.047 mg/L
Galio Total 0.00014 + 0.00001 mg/L
Germanio Total <0.0006 mg/L
Hafnio Total <0.00015 mg/L
Hierro Total 0.0253 + 0.0020 mg/L
Lantano Total <0.0015 mg/L
Litio Total 0.2936 + 0.0264 mg/L
Lutecio Total <0.00006 mg/L
Magnesio Total 6.962 £ 0.835 mg/L
Manganeso 57449 +0.01921  mg/L

Total
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Mercurio Total
Molibdeno Total
Niobio Total
Niquel Total
Plata Total
Plomo Total
Potasio Total
Rubidio Total
Selenio Total
Silice Total
Silicio Total
Sodio Total
Talio Total
Tantalio Total
Teluro Total
Torio Total
Titanio Total
Uranio Total
Vanadio Total
Wolframio Total
Yterbio Total
Zinc Total

Zirconio Total

<0.00009
<0.00006
<0.0015
<0.0006
<0.000010
<0.0006
7.11 £ 0.57
0.0451 £ 0.0045
<0.0013
82.94 + 9.95
38.77 + 4.65
123.147 + 13.546
<0.00006
<0.0021
<0.003
<0.00019
0.0023 + 0.0003
<0.000010
0.0025 + 0.0004
0.0130 + 0.0022
<0.00006
0.0148 + 0.0015
<0.00045

mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

Fuente: Laboratorio SGS-Cajamarca
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Apéndice 18. Andlisis estadistico de prueba de proteasas

% Prueba T
Estadisticas de muestras emparejadas
Desv. Desv. Error
Media M Desviacidn promedio
Far1 Halo_48h 14,8524 a4 1313040 1,43264
Halo_24h 7.8214 84 7,68061 183802

Correlaciones de muestras emparejadas
&l Correlacian Sig.
Pari1  Halo_48h & Halo_24h B4 TBT 000

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas

95% de intervalo de confianza
de la diferencia

Desv. Desv. Error
Media Desviacidn promedio Inferior Superior t ql Sig. (hilateral)
Far1 Halo_48h- Halo_24h 713085 8,76023 95582 5,22987 903204 7,461 83 000

El andlisis estadistico se llevo a cabo en el programa IBM SPSS Statistics 25.
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Apeéndice 19. Cromatograma de secuencia 16S ARNr de aislado 2K1a

fu
macrogen
File: 18_I492R abl Run Ended: 2021/11/2 21-5:50 Sigmal G-1278 A:1113 C:2848 T-1431 %}
Sample: 15_1402R Lane: 41 Base spacing: 15 006057 1367 bases in 16503 scans Page ] of 2

n 0 F 40 5 &0 T B ”m 1on 1o 120
CTREATST A ACG CATAT A CT TR GAGGE T GGOT COCG TAAGGGTT ACCTCACCG ACTTCG GE TGTTACAAGETCT O TGETGTG AC GGGCGGTGTGT AL A AGGC CCG GG AACGT AT TCACCGC GG

e VAN AR A A MM I TN

130 10 150 160 170 130 190 200 210 10 130 0 150
CATGETG ATCCGEG ATTACTAGEGAT TCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGECTGLAAT COGAACTGAGAGC GG T TT TTGGGAT TCGCTCCCCCTCGCGGETTCGL AGCCCTTTGTACCGE

AP AR o W AN A AN A A A AN A ST A A

o
COATTETAGCACGTGTGT AGCCCAGUT CAT ANGOGEC A TG ATGAT TTGACGTCATCCCCACCT TCETCOGACT TGN CGCCGEC A GTCCC TCTAGAGT GCCCACC T T CGT GO T GGE AL T AGAGH

A A A A AN A A A A A ARAA A AR WA A A AN AN A

360 380 A0 410 410 430 HI 450 450 470 50 450 500
CEAGOETTGCGCT COTTGCGOGACT T AACCCAACATC T CACGACACGAGE TAACGACAAC CATGCACCACC TG TCACCCTGTCCCCCCOAAGEGEGAAC GUCCAAT CTCT TGGGT IGT C AGGEE AT

WA AR A A AP AT A A A AR AP AR AN A AN

510 20 530 540 550 il bl 580 GO0 10 20
OTCAAGACCTOAT AAGATT CTTCACGT TACTTCAAATT A AC CACATGCT COACOGOTTAT GCOGEC O COGTC AT T COTTTGAGT TTCAGC CTTAC GG CAGT ACTCCCOAGECGAAGTECTT A

JIE'_LII_" [ 1Y ﬂ!"J v 'II-I' i \I‘rlj'l‘llfu‘ljll‘m il 1:“'.“{'\"\. .|':-J1L § 'n"l"t |'II|\ .]Ilﬁ'lwf'.'ll"q\ J"l"ll E l"‘r‘f :‘l'! Lnﬁ! "mnlpurl'-'nl"rl'-'pl!llll'.llnll n"-“' Inl’llll'ﬂ-"IIIMIMF"I‘I'I'l.'["l UI‘ [ ‘Illflxl (i L'ﬂ"nﬂ [I'I E klllflmﬂu fwﬂb.fu U-I !r_lln'_._.'_' -‘I-I I

File: 13_I402R abl Run Ended- 2021/11/2 21:5:50 Signal G-1278 A-1113 C:2848 T-1431
Sample: 15_1402R Lane: 41 Base spacing: 15006057 1367 bazes in 16503 scans PageZaf2

630 &0 &30 BEI 670 B0 650 T T 20 T3 T T30
TCOCOTTAGUTGLAGEACT A4 A GOGTOT GACL COT CT AACACTT AGCACTCAT COT TT ACGGCOTGGACT AP CAGOOT AT CT AATCCT GTTTGOT CCC CACGLT T TOGLGCOT L AGEGT CAGTT G

VAR AP AP A AN A WA A A A o A AT A AN A

TEh T TR T &0 810 &0 B3 D 0 B0 &0
CAGGLE CAGAGAGECGCCTTCGCC ACTGGTGTTCCTCCACATCT CTACGEATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGETCTCCT LT COT GLACT CAAGT COCLCAGTT T CCAAT GACC CT QL ALCGGT

AN AR A A A A A AWM A AP A g A g e

&80 850 S04 10 920 3 e 50 Dl 70 kil kel
TEAGLOCGTGGGUTTT CACATCAGACTT A GG A CCGCCTGUEUGCECTTT ACGCCT AAT A TTOCGG A CAACECTOGUCCDCT ACGT ATT ACCGOGECTGCT GOUADGT AL TT AG COC GOGE

A A A A A A AR AP AR A AN AR ey

1000 1010 1020 1030 140 1050 1060 1970 108D 1090 1100 1110 1120
CTTCCTCGTGAGHET ACCGTCACCGOGOCG COCTOTTIT AAAAGEOEETT CTITTGTOOC T OO AL A GAAACTTTIC AAA CCCAGAGOGC TTCTTT GTTTT A GGEGFEEEGT CGCTTOCGT O GGG

B i Y G DT N A WA

1130 1140 1150 1160 17 1120 1190 1200 171 i) 1230 1240
GTTTITCCCCCTT HEEAG AGA QAT COCOCATORAT GCCTIOC 0 A GAAAACT GO0 GCOGFOTETT A4 A COCCOCGaGoaan 0 Ga0 CCCC O OTTT 360 GOGG0046 4 A4 s D COTODCC oo T
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Apéndice 20. Parametros fisicos y quimicos de las pozas del Complejo Termal

Barios del Inca

T:52.7°C

pH:7.12
PR: -31.0mv

Pozal

T58'C @

T 528°C
pH:726 @
PR -35 4mv

Poza 3

0

N

T.55°C

T:55°C
pH: 8.88
@ PR 555mv

TEMPERATURAS ENTRE 65-60°C
TEMPERATURAS ENTRE 59.57°C

T 59°C
pH: 8.74
PR: -11.5mv

T.57.4'C

@ pH:6.72
P.R: -2.0mv

Poza 10 I

T.85'C
pH: 8.24
PR: 13 5mv
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] TEMPERATURAS ENTRE 56.9 - 55°C
[C] TEMPERATURAS MENOR A 55°C



