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RESUMEN

Las bacterias halofilas habitan ambientes salinos porque requieren sal
para su desarrollo y crecimiento, en la actualidad estas bacterias tienen

interés biotecnoldgico por los productos metabdlicos que sintetizan.

De los estanques salinos de la Caleta Santa Rosa se aislaron bacterias
haléfilas con el objetivo de evaluar el efecto del pH y la salinidad en la
actividad hidrolitica. Para ello se tomaron dos muestras de agua de cada
estanque haciendo un total de 24 muestras, cada muestra fue sometida a
enriquecimiento en caldo marino con 4.5% de sal doble concentrado
suplementados con extracto de levadura al 0.3%, luego de 48 horas de
incubacion las bacterias halofilas fueron aisladas en agar marino al 10%
de sal, las mismas que fueron subcultivadas en agar marino pero con los
sustratos almidén y caseina al 2% y a pH 7, con la finalidad de determinar
la actividad hidrolitica. Las cepas con mayor actividad hidrolitica fueron

seleccionadas para aplicar dos niveles de pH y dos niveles de salinidad.

Concluyendo que la cepa MJ-67 alcanzo la mayor actividad hidrolitica
frente a caseina a una salinidad de 6% y a pH 7 y la cepa MJ-80 frente al
sustrato almidon a la misma salinidad y pH. Las cepas MJ-1, MJ-67 y
MJ-86 fueron identificadas como de los géneros Halomonas,

Pseudoalteromonas y Salinivibrio.



ABSTRACT

Halophilic bacteria inhabit saline environments because they require salt
for development and growth; currently these bacteria have

biotechnological interest for metabolic products that synthesize.

Of saline ponds Caleta Santa Rosa halophilic bacteria isolated in order to
evaluate the effect of pH and salinity in the hydrolytic activity. Therefore,
two water samples from each pond for a total of 24 samples, each sample
was subjected to enrichment in marine broth with 4.5% of double salt
concentrate supplemented with yeast extract 0.3%, were taken after 48
hours of incubation halophilic bacteria were isolated from agar marine salt
10%, the same as were subcultured in dark but with starch agar and 2%
casein substrate at pH 7 in order to determine the hydrolytic activity.
Strains with increased hydrolytic activity were selected to apply two levels

of pH and salinity levels.

Concluding that MJ-67 strain reached greater hydrolytic activity towards
casein at a salinity of 6% and pH 7 and MJ-80 strain versus starch
substrate at the same salinity and pH. MJ-1 strains, MJ-67 and MJ-86
were identified as gender Halomonas, Pseudoalteromonas and

Salinivibrio.



l. INTRODUCCION

Las bacterias haldfilas habitan ambientes salinos con elevadas
concentraciones de sales y se encuentran distribuidas por diferentes
lugares del planeta en salinas solares resistiendo la naturaleza por la

presencia de solutos compatibles en su protoplasma.

En los ultimos afos las bacterias haléfilas han despertado un gran
interés de investigadores a nivel mundial, por su resistencia a ambientes
extremos pero fundamentalmente por sus aplicaciones y potencialidades
biotecnolégicas.

Las enzimas sintetizadas por estos microorganismos hal6filos han
desarrollado caracteristicas particulares, estabilidad y solubilidad a las
diferentes concentraciones de sal. Sin embargo, a pesar de un creciente
interés en el uso de sus enzimas para aplicaciones biotecnolégicas, hay
relativamente pocos informes en la literatura sobre su produccion y

caracterizacion (Bhatnagar, et al., 2005).

Investigadores han demostrado que estas bacterias tienen
importancia industrial por su capacidad de sintetizar solutos compatibles,
como polioles (glicerol y arabitol), azucares y derivados (sacarosa,
trehalosa, glucosilglicerol), aminoacidos (prolina y glutamina) y derivados
de aminoacidos (N-acetilisina, N-acetilornitina). Ademas, tienen un papel
importante en los procesos de biodegradacion de residuos organicos por

la sintesis de numerosas enzimas extracelulares.

En Perd, Sanchez, et al.,, (2004), aislaron e identificaron cinco
cepas de bacterias halofilas productoras de proteasas provenientes de

efluentes pesqueros de una zona costera de Peru, estas cepas fueron



evaluadas por su actividad proteolitica especifica sobre la caseina, siendo
las cepas del género Pseudomonas las que mayor actividad proteolitica
presentaron, seguidas del género Aeromonas. En Lambayeque, Francia,
(2011), de 2368 colonias aisl6 85 cepas (colonias) morfologicamente
diferentes, de ellas solo 15 cepas resultaron con actividad amilolitica,
seleccionando dos cepas con mayor actividad de los estanques salinos de
la Caleta de Santa Rosa, concluyendo que las cepas SR35 Y SR55
alcanzaron el mayor crecimiento y produccién de la enzima amilasa en
agua de salina siendo identificadas como los géneros Pseudoalteromonas
(SR-55) y Halomonas (SR-35).

Por el potencial enzimético ya conocido por otros investigadores, el
presente trabajo se orienta a la investigacion de las bacterias haléfilas que
habitan los estanques Salinos de la Caleta Santa Rosa - Lambayeque,
con la finalidad de estudiar su capacidad hidrolitica frente a dos sustratos,
almidén y caseina con la influencia de los factores salinidad y pH,
seleccionar las cepas con mayor actividad e identificarlos
bioquimicamente, cepas que podran ser mejoradas en el futuro y ser
utilizadas en los procesos industriales, contribuyendo asi con el desarrollo

econdmico de la region.



ll. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Ayala (2010), aislé de la laguna Chairkota, Potosi — Bolivia, 71
cepas capaces de crecer en diferentes concentraciones de NaCl (0, 5,
10,15 y 20%), algunas de las mismas fueron capaces de crecer en
diferentes niveles de pH (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) y de temperaturas (0, 7,
15, 24, 30, 37, 45° C).todas las cepas fueron caracterizadas
morfolégicamente, tomando en cuenta parametros de color, forma, borde,
brillo, consistencia, densidad y elevacion de las colonias; asi mismo se
hizo la caracterizacién microscopica mediante la tincion de Gram al mismo
tiempo realizo el perfil enzimatico. Como resultado se obtuvo 21 cepas
haléfilas y 50 halotolerantes, 5 cepas alcaléfilas, 4 cepas neutrofilas y 62
cepas alcalotolerantes, por ultimo encontré 10 cepas psicrotolerantes y 61
cepas mesodfilas. Asi mismo de las 71 cepas aisladas, determiné 6 cepas
productoras de amilasas, 19 cepas productoras de celulasas, 7 cepas
productoras de lipasas, 14 cepas productoras de proteasas, 7 cepas
productoras de proteinasas y 6 cepas de bacteriocinas.

Amjres, et al., (2010), seleccionaron 120 cepas al azar en funcion
de su diferente morfologia colonial, procedentes de los diferentes
ambientes hipersalinos de Marruecos. De estas cepas eligieron 26 para la
identificacion taxondémica; la mayoria de bacterias fueron GRAM
negativas pertenecientes a los géneros Halomonas, Pseudoalteromonas,
Pantoea y Enterobacter, mientras que solo 1 cepas fue GRAM positiva
perteneciente al género Bacillus. De las 26 cepas identificadas
seleccionaron a la especie Halomonas nitroreducens, por ser la mejor
productora de exopolisacaridos, el cual por sus altos valores de
viscosidad y una actividad emulgente fue superior en algunos casos a la

de los surfactantes comerciales, propiedades que le permitieron ser un



excelente candidato para la industria farmacéutica como viscosizante y

estabilizador de emulsiones.

Castro y Flores (2011), estudiaron 8 muestras de suelo del Valle
de Cuatro Ciénegas - Coahuila, México, caracterizadas por su contenido
de cloruro de sodio, humedad, materia organica y caracteristicas
texturales, de estas muestras aislaron bacterias haldéfilas utilizando para
ello medios de cultivo con concentraciones altas de sales, ademas se
determinaron las caracteristicas bioquimicas, morfolégicas y potencial
biotecnolégico de las cepas que aislaron. Los medios de cultivo caldo
nutritivo modificado, agar nutritivo modificado y HALO permitieron el
aislamiento de bacterias haldfilas, de las 12 cepas aisladas, todos los
microorganismos aislados fueron Gram positivos y la mayoria presento
morfologia de coco, encontrando que muchas cepas aisladas presentaron
caracteristicas metabdlicas similares al género Halomonas que por su
versatilidad para crecer en distintos rangos de temperatura y pH, fue
empleado en la degradacibn de materiales derivados de almidon,

teniendo aplicacion en biorremediacion.

Félix, et al. (2006), aislaron bacterias haldfilas de la anchoita
(Engraulis anchoita) salada, este producto posee una actividad de agua
(aw) de 0,75 a 0,80 lo que permite una actividad microbiana reducida a
grupos de bacterias haldfilas. De 100 muestras de anchoita salada, el 71
% de las colonias halladas fueron haldéfilas extremas y el 29 % haldfilas
estrictas, identificando el género de Halococcus sp. que represento el
31%; Haloferax spp., el 15%, Halobacterium spp., el 5% y Haloarcula
spp., el 7%. De estas bacterias el 30% tuvo actividad proteolitica, el 30%

lipolitica y el 15% proteolitica y lipolitica.

Flores y Zavaleta (2010), realizaron estudios sobre bacterias
haldfilas moderadas productoras de hidrolasas de interés biotecnolégico,

para ello utilizaron 32 cepas del cepario de bacterias haldfilas del



Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Lima -
Peru), los cuales provienen de diferentes ambientes salinos de Pilluana,
Huacho, Maras, Chilca, Paracas y Ventanilla. Para todos los
microorganismos se determinaron: caracteristicas morfoldgicas, fisiologi-
cas y capacidad hidrolitica a diversos sustratos. Mediante tincion Gram y
microscopia Optica se determindé que el 87,5 y 12,5% de los aislados
fueron bacilos y cocos respectivamente, los microorganismos presentaron
actividad hidrolitica sobre tween 80, aceite de oliva, almidon, caseina,
lactosa y ADN, el 72, 75 y 59% de las bacterias estudiadas degradaron el
tween 80, el almiddn y la caseina respectivamente; el aceite de oliva y la

lactosa fueron utilizados por dos microorganismos.

Gutiérrez y Gonzales en 1972, utilizaron un método para la
deteccidén simultdnea de proteinasa y esterasa mediante la combinacién
de Tween 80 y gelatina en una sola placa. Los organismos ensayados
fueron: Halobacterium halobium 396, con una fuerte actividad proteolitica
pero sin actividad de esterasa; 20 cepas de Halobacterium sp. con
caracteristicas similares a Halobacterium halobium 396, 12 cepas de
Halobacterium con actividad esterasa pero sin actividad proteolitica, y 23
cepas de Halobacterium con actividades tanto proteolitica y de esterasas.
Las placas fueron observadas diariamente después de 3 dias de
incubacion; la presencia de esterasa se demostré por la formacion de
halos visibles, debido a la formacién de precipitados de laurato de calcio,
palmitato, estearato, oleato al alrededor de las zonas de crecimiento
bacteriano; las bacterias con fuerte actividad esterasa dio un resultado
positivo después de 3 a 6 dias de incubacion, las bacterias con baja
actividad esterasa mostré resultados positivos después de 15 dias de
incubacion, la actividad de proteinasa fue observado después de 5 a 6
dias de incubacion. El halo transparente alrededor de las bacterias se

diferenci6 del halo opaco producido por las bacterias lipoliticas.

10



Kushner y Kamekura (1988), mencionados por Narvaez (2007),
propusieron categorias de microorganismos dependiendo de la
concentracion de sal que requieren para Ssu crecimiento Optimo,
determinado como microorganismos no halodfilos a aquellos que crecen
Optimamente a una concentracion de NaCl inferior a 0,2M (aprox. 1% p/v)
Haldéfilos débiles (bacterias marinas) a los microorganismos que tienen su
crecimiento Optimo en medios que contienen una concentracion de NacCl
de 0,2 a 0,5M (aprox. 1-3% p/v), como el agua de mar contiene una
concentracion de NaCl cerca del 3% p/v; hal6filos moderados a los
microorganismos que tienen crecimiento Optimo en medios con
concentraciones de NaCl de 0,5-2,5 M (aprox. 3-15% p/v)y haldfilos
extremos, aguellos microorganismos que presentan un crecimiento optimo
en medios que contienen de 2,5-5,2 M (saturacion) de NaCl,
generalmente su crecimiento 6ptimo es a 25% p/v de NaCl (Margesin et
al., 2001).

Lizano O. (2012), caracterizo bioquimicamente la actividad
lipolitica de Pseudoalteromonas atlantica PAR 2, aislada de la Bahia de
Paracas (Ica), cultivo la bacteria en medio LB (Luria-Bertani) a
temperatura ambiente durante 24 horas. Para determinar la actividad
lipolitica de la Pseudoalteromonas atlantica PAR 2, utiliz6 agar SW 5 %
con tributirina 1 % a temperatura ambiente por 48 horas; la hidrélisis del
sustrato se evidenci6 por la formacion de un halo transparente. También,
cuantifico la actividad lipolitica utilizando como sustratos tween 80 y aceite
de oliva al 1 %; los cuales no fueron degradados; esta respuesta
evidencio que Pseudoalteromonas atlantica PAR 2 produce una lipasa del
grupo VI o esterasa la cual ademas presenta actividad optima a 20 °C, pH

7 y concentracion salina 5 %.
Lugue y Quesada (2010), estudiaron la biodiversidad de

microorganismos halofilos en Rambla Salada (Murcia - Espafia) con el fin

de aislar nuevas especies de Halomonas productoras de compuestos de

11



aplicacion industrial y/o biotecnoldgica, realizaron cuatro muestreos que
fueron procesados mediante las técnicas de microbiologia clasicas y las
bacterias aisladas fueron caracterizadas fenotipica y filogenéticamente,
de los cuales se seleccionaron al azar un total de 365 cepas en funcién de
su morfologia colonial. Tras el analisis de la secuencia parcial del gen
ribosomal ARN 16S se identificaron 164 de estas cepas como
pertenecientes al género Halomonas, de estas cepas 24 (15%) mostraron
actividad de amilasa, 101 (62%) tenian actividad de DNAsa, 68 (41%)
pusieron de manifiesto actividad de proteasa y 116 (71%) revelaron
actividad de lipasa. Los resultados indicaron que la actividad lipasa,
concretamente sobre Tween 20 es la mas predominante dentro del

género Halomonas.

Molina, (2008), aisl6 cinco cepas bacterianas halofilas vy
halotolerantes productoras de amilasas que fueron aisladas de la region
Andina de Bolivia. Determiné el substrato éptimo para la produccion de
amilasas a partir de tres diferente fuentes de almidon (papa, yuca y maiz)
y caracterizé los rangos fisico quimicos Optimos de crecimiento,
morfologia, andlisis bioquimicos de las cepas. Obtuvo una mayor
actividad enzimatica de las cepas Lv14 (0.788 mmol/min.) y Lc6 (0.603
mmol/min.) siendo las que tienen mayor actividad enzimética frente al
sustrato almidén de yuca a las 48 de incubacion. Ademas, determind que
las cepas Lc6 y Lv14 fueron halotolerantes, las cepas LB7, LB14 y V26

fueron haldfilas y todas las cepas fueron neutréfilos y mesofilas.

Narvaez (2007), investigd bacterias haldfilas con actividad
proteolitica en la costa ecuatoriana, que contribuy6 en el conocimiento de
la microbiota en ecosistemas marinos de Ecuador y permitié identificar
aislados bacterianos con gran potencial biotecnoldgico, ya que no sélo
producen compuestos de gran interés industrial, como enzimas,
biopolimeros 0 solutos compatibles, sino que ademas presentan

propiedades fisioldgicas que facilitan su explotaciéon comercial. Utilizé 48

12



muestras pero obtuvo crecimiento bacteriano en 29 muestras en caldo
nutritivo; el 55,17% (16 aislados) de las bacterias que presentaron
crecimiento bacteriano mostraron actividad proteolitica evidenciando la
formacion de halos de degradacion alrededor de los aislados bacterianos.
De 2 aislados bacterianos observo bacilos Gram positivos que
manifestaron actividad proteolitica formando halos con diametros
aproximados a los 10 mm, 3 aislados presentaron halos aproximados a 15
mm, 2 aislados bacterianos con halos aproximados a los 20 mm, 3
aislados con halos superiores a los 25 mm. El 50% (8 aislados) del total
de bacterias con actividad proteolitica presentaron halos superiores a los

15 mm.

Ramirez, et al., en un estudio en el afio 2004 presentaron una
extensa revision sobre las bacterias haldfilas y sus aplicaciones
biotecnoldgicas basados en aspectos relacionados con su ecologia en los
ambientes hipersalinos, sus caracteristicas como microorganismos
extremofilos y sus diversas e importantes aplicaciones en la industria y en
la biotecnologia por su alta estabilidad en condiciones extremas, y
producciéon de enzimas, polimeros, solutos compatibles asi como, en la
biodegradacion de residuos, en la produccion de alimentos fermentados
siendo aprovechados como fabricantes alternativos de Escherichia coli,

para la produccion de proteinas recombinantes.

Sanchez-Porro, et al., (2003), realizaron estudios de bacterias
haléfilas productoras de enzimas hidroliticas extracelulares, de un total de
9848 colonias aisladas, 269 fueron productoras de amilasas, 201
productoras de proteasa, 207 productoras de lipasa, 118 productoras de
DNasa y 97 productoras de pululanasa. 122 bacterias haldfilas fueron
seleccionadas al azar para su caracterizacion, estas bacterias son
capaces de crecer de manera optima en los medios con 5-15% de sales y
en mayoria de los casos de hasta 20-25% de sales, las cepas fueron

identificadas como miembros de los géneros: Salinivibrio (55 cepas),
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Halomonas (25 cepas), Chromohalobacter (02 cepas), Bacillus -
Salibacillus (29 cepas), Salinicoccus (02 cepas) y Marinococcus (01
cepa).

Sanchez, et al., (2004), aislaron un total de 26 cepas de bacterias
marinas con actividad proteolitica que fueron aisladas de agua de mar
contaminadas con efluentes pesqueros; las mismas se evaluaron en base
al crecimiento y formacion de halos de actividad en Agar Marino
suplementado con caseina al 1%, pH 8,0, incubados a 25 °C por 72 h.
Cinco cepas fueron seleccionadas por presentar los mejores halos de
actividad fueron evaluadas a su vez por su crecimiento y produccion de
proteasas a diferentes concentraciones de NaCl, rangos de temperatura y
pH, siendo consideradas como bacterias halotolerantes, psicrotroficas y
alcalofilas moderadas; siendo las cepas del genero Pseudomonas las que

mayor actividad proteolitica presentaron, seguidas del genero Aeromonas.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Material biolégico

El material bioldégico estuvo constituido por las bacterias

haldfilas de los estanques Salinos de la Caleta Santa Rosa

3.1.2 Poblacion y muestra de estudio

La poblacién estuvo constituida por bacterias halofilas
presentes en 12 estanques Salinos de la Caleta Santa Rosa -
Lambayeque y la muestra por cincuenta y cuatro cepas de
bacterias haldfilas con actividad hidrolitica frente a los sustratos
almidon y caseina influenciada por dos niveles de pH (7 y 8) y
dos niveles de salinidad (6 y 10%) con tres repeticiones

experimentales.
3.1.3 Medios de cultivo

Se emplearon: Caldo Marino con 45 % de sales
suplementado con Extracto de levadura al 0.3%, para el
enriquecimiento de bacterias haldfilas; Agar Marino al 10 % de
sales, para el aislamiento de bacterias haldfilas; caldo
Peptonado con diferentes concentraciones de NacCl ( 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18 y 20%) asi como caldo Peptonado sin sal,
para determinar la tolerancia a la sal de las cepas seleccionadas
y Agar Marino al 10% de sales con los sustratos caseina y
almiddn al 2%, para determinar la actividad hidrolitica. (Anexo 1)
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Disefio factorial con 3 factores, pH (7 y 8), salinidad (6 y 10) y cepas de bacterias
haldfilas seleccionadas con actividad hidrolitica frente a los sustratos almidon y
caseina con 3 repeticiones experimentales.

39 Cepas

[— 15 Cepas —\

Caseina Almidén

- Y8 &
_f | ) f ; )
5\ J \ J
- G| [T]V[T]
_f ' ) _f | )
\ J \ J
- B =) |
_f ; ) _f ; )
\ J \ J

S1, S,: Salinidad 6% vy salinidad 10%. Py, P: pH 7y pH 8. R1, Ry, R3: Repeticiones
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Lugar de muestreo

El muestreo de las bacterias haldfilas se realizo en doce
estanques salinos ubicados en la Caleta Santa Rosa (provincia
de Chiclayo, departamento de Lambayeque) aproximadamente a
unos 150 m. de la playa. Estas salinas estan ubicadas a 6° 53’
34.87” latitud Sur y 79° 54’ 33.08” longitud oeste en
Lambayeque (Guzman y Hurtado, 2011) (Anexo 2). Estos
estanques tenian una dimensibn de 3m por 4m
aproximadamente, poco profundos, forma irregular en donde se
almacena el agua de mar y en el tiempo por evaporacion solar

se produce la cristalizacion del cloruro de sodio. (Fig. 1)

3.2.2 Obtencion de la muestra

Las muestras de agua fueron recolectadas de los
estanques salinos de la Caleta Santa Rosa en forma manual en
frascos de vidrio de 250 ml de capacidad, con tapa rosca,
debidamente identificados, los mismos que fueron transportados
al laboratorio de Bacteriologia de la Universidad Nacional Pedro
Ruiz Gallo donde fueron conservados en refrigeracion para su

estudio posterior.

Los muestreos se realizaron en los meses de Noviembre y
Diciembre del 2013 asi como en el mes de Enero del 2014. En
cada muestreo se tomaron de cada estanque salino dos
muestras, una de superficie y otra a 20 cm de profundidad de
cada estanque salino, haciendo un total de ocho muestras; de
estas se hicieron mediciones de pH y Temperatura. EI mismo
procedimiento se realizé para los meses de Diciembre y Enero

respectivamente. (Fig. 2)
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Fig. 2. Toma de muestra en estanque salino de la caleta Santa Rosa
(a), medida de temperatura 'y pH del estanque salino (b y c).

3.2.3 Enriguecimiento de las bacterias halofilas

Para el enriquecimiento de las bacterias haldfilas se utilizé
frascos con Caldo Marino con 4.5 % de sales doble concentrado
suplementado con Extracto de levadura al 0.3%. En cada frasco
se colocéd 10 ml de medio y 10 ml de la muestra de agua
superficial y profunda de cada estaque salino de la Caleta Santa
Rosa. Se incubaron a 35°C por un periodo de 48 horas,
evaluando los cultivos cada dia anotando las caracteristicas de
crecimiento (turbidez y sedimento). Se analizaron los cultivos
mediante tincion de Gram para observar y confirmar la presencia
de las bacterias haldfilas. (Fig. 3)
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Fig. 3. Enriquecimiento de Bacterias Haldfilas de los estanques
Salinos A, B, C, D

3.2.4 Aislamiento de bacterias halé6filas

Para el aislamiento se utilizé placas con Agar Marino al 10
% y la siembra se realiz6 empleando el método de siembra en
superficie. Las placas se incubaron a una temperatura de 35°C
por un tiempo maximo de 24 horas; transcurrido el tiempo se
procedi6 a evaluar los cultivos analizando las colonias
macroscopicamente y microscopicamente con el estereoscopio
marca Nikon SMZ-1B y el Microscopio eléctrico binocular,
modelo L200, CARL ZEISS respectivamente, utilizando el
objetivo de menor aumento haciendo un estudio detallado de las

colonias diferentes.

Para la descripcion de las colonias, se tomaron en cuenta
parametros de color, forma, borde, brillo, elevacion vy
consistencia; la caracterizacion morfolégica celular se llevé a
cabo realizando una tincion de GRAM a cada colonia diferente,
describiendo su forma, disposicion y reaccion al GRAM.
También se realiz6 el método de gota pendiente para observar la
movilidad de las bacterias. (Francia 2011)
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Las colonias seleccionadas fueron codificadas vy
conservadas en Medio Marino al 10% de sal a pH 7.

3.2.5 Prueba de tolerancia salina a diferentes concentraciones de

NaCl de cepas seleccionadas

Se utilizé caldo Peptonado con diferentes concentraciones
de NacCl, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20%, asi como en caldo
Peptonado sin sal. (Modificado de Sanchez et al., 2004). Se
sembraron las cepas y se incubaron a 35°C por 24 horas, al
término de este tiempo se observo el crecimiento bacteriano y se
anoto el rango de crecimiento asi como el éptimo al mismo. Se
utilizé el esquema de crecimiento de bacterias hal6filas de
Sanchez — Porro 2005 para confirmar si las bacterias fueron
halofilas o halotolerante seleccionando solo las bacterias

haléfilas para el experimento.

3.2.6 Determinacion de la actividad hidrolitica de los metabolitos
de bacterias halé6filas

Para determinar la actividad hidrolitica, se siguié una
adaptacion de Sanchez et al., 2004 con relacion a la aplicacion
de placas con Agar Marino al 10% de sal utilizando como
sustratos caseina y almidén al 2% a pH 7. Las mismas que
fueron sembradas con cada una de las cepas seleccionadas e
incubadas a 35°C de temperatura, después de un periodo de
incubacion de hasta por 7 dias en un ambiente aerodbico, se

procedié a la medicion de los halos de hidrolisis en mm.

Las cepas con actividad hidrolitica mayores de 5 mm fueron
seleccionadas para aplicar el disefio factorial.
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Fig. 4. halo de hidrolisis expresados en mm.

3.2.7 Determinacion del efecto de la salinidad y pH en la actividad
hidrolitica de los metabolitos de bacterias haldéfilas

seleccionadas

Para determinar el efecto de la salinidad y pH se utilizé el
disefio factorial con 3 factores, pH (7 y 8), salinidad (6 y 10) y
cepas de bacterias haldfilas seleccionadas con actividad
hidrolitica. Para ello se utilizaron cuatro placas con agar caseina
al 2% vy cuatro placas con agar almidon a la misma
concentracion, las mismas que fueron incubadas a 35°C hasta
por un tiempo maximo de 7 dias. (Modificado de Sanchez et al.,
2004)

Este tratamiento se realizd por triplicado para cada cepa
seleccionada. Después del tiempo de incubacion se realizé la
evaluacion de la actividad hidrolitica de la cepa frente a los
sustratos utilizados anotando la medicion del halo de actividad
hidrolitica. Las cepas con mayor actividad hidrolitica fueron

seleccionadas para su identificacion posterior.

3.2.8 Identificacién de las cepas con actividad hidrolitica

Se realizé un estudio de las caracteristicas morfolégicas de
las bacterias tefiidas por el método de Gram utilizando los
criterios de forma, disposicion y reaccion al Gram, también la

movilidad por el método de gota pendiente; y un estudio del
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crecimiento a diferentes concentraciones de sal. Finalmente se
realizaron pruebas bioquimicas de Mellado, et al. (1996), Arahal
et al. (2001), Llamas, et al. (2011), para el reconocimiento de
Salinivibrio y Halomonas y para el género Pseudoalteromonas,
se comparo con la tabla de identificacion publicada por Sanchez-
Porro (2005), recomendadas por Francia, (2011) con la finalidad

de identificar las cepas seleccionadas.

3.2.9 Anadlisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos fueron ordenados y presentados en
tablas y graficos para observar el efecto de la salinidad y pH
sobre la actividad hidrolitica de los metabolitos de bacterias
haléfilas, ademés se realizé un andlisis de varianza (ANAVA)
con arreglos factorial para la interpretacion de la hipotesis
planteada y asi mismo fueron utilizadas las pruebas de
comparaciones multiples de Tukey, para determinar la influencia
de los factores. Para estos andlisis estadisticos se utilizo el

software statistica version 5,0.

Se utiliz6 el programa Microsoft Excel 2010 para el
ordenamiento de los datos.
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IV. RESULTADOS

1. Descripcion de los Estanques Salinos de la Caleta Santa Rosa

Los doce estanques salinos de la Caleta Santa Rosa durante los
meses de Noviembre 2013 a Enero 2014, se caracterizaron por la formay
tamafio irregular, poco profundas con una dimension aproximada de 3 m
a 4 m y la mayoria con sal en formacion. El pH del agua estuvo en un
rango de alcalinidad de 7 a 8 y la temperatura oscilé durante el tiempo de
muestreo entre 26°C y 34°C, siendo mayor en el mes de Enero. (Fig. 5)
(Tabla 1)

Fig. 5. Estanques Salinos calificadas con las letras K, G y D en de la Caleta
Santa Rosa, Lambayeque — Perd.
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Tabla 1. Caracteristicas fisico quimicas de los estanques salinos de la Caleta

Santa Rosa. Noviembre 2013 — Enero 2014

Estanque
salino

Fecha

Hora

To
(Y]

pH

Caracteristicas

A

25-11-13

25-11-13

25-11-13

25-11-13

28-12-13

28-12-13

28-12-13

28-12-13

20-01-14

20-01-14

20-01-14

20-01-14

9:40

9:55

10:30

10:50

8:20

8:35

8:50

9:10

9:10

9:28

9:35

9:50

26

27

31

29

27

26

32

29

32

33

34

29

Forma irregular, borde
rojizo, superficie cubierta de
sal.

Forma irregular, borde
rojizo, agua sin sal en la
superficie.

Forma ovalada, superficie
con sal, sin pigmentos.
Forma en L, borde irregular,
agua con sal en la superficie,
pigmentacion rojiza.

Forma y borde irregular,
agua con sal en la superficie,
pigmentacidn rojiza.

Forma irregular, agua con
sal, pigmentacion rojiza.
Forma y borde irregular,
agua con sal, borde con
pigmentacion rojiza y barro.
Forma ovalada, agua con
pigmentacién rojiza,
sedimento de sal, escasa sal
en el borde.

Forma rectangular, borde
irregular, agua con sal,
pigmentacion rojiza.

Forma y borde irregular,
borde rojizo con minima
cantidad de sal, sal en el
fondo.

Forma irregular, agua con
sal con pigmentacion
anaranjado, con sal en la
superficie.

Forma ovalada, borde
irregular, agua con sal en el
fondo.
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2. Caracterizacion morfolégica de las cepas seleccionadas de
bacterias halofilas.

Se caracterizaron 121 cepas de bacterias hal6filas aisladas de agar
marino en donde el 100 % desarrollaron colonias circulares, el 80.9% (98
cepas) desarrollaron colonias de borde entero y el 19.1% (23 cepas)
borde hialino. Con relacion al color el 22.3% (27 cepas) fueron blancas y
el 77.7% (94 cepas) fueron cremas; todas las colonias fueron brillantes y
de consistencia lisa. (Fig. 6).

Microscopicamente, el 83.5% del total de las cepas presentaron
forma bacilar, rectos y algunos curvados, de los cuales el 79.3% (96
cepas) fueron Gram negativas y el 4.1% (5 cepas) Gram positivas
dispuestas en agrupaciones irregulares, pares y aislados, algunos con

granulos metacromaticos. El 16.5% fueron cocos Gram positivos, aislados

y agrupados, y el 84.3% fueron moviles, como se observa en la Fig. 7,

MJ-80

Tabla 2, Anexo 3.

Fig. 6. Colonias de cepas seleccionadas de bacterias hal6filas: MJ-1, MJ-67,
MJ-80, MJ-84 y MJ-86 observadas con microscopio a 4X, después de un
periodo de incubacion de 35°C durante 24 horas.
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Fig.7. Morfologia celular de las cepas MJ-40, MJ-67 y MJ 86 observadas al
microscopio 100X

Tabla 2: Porcentaje de cepas aisladas de los Estanques Salinos de la Caleta Santa
Rosa, segun sus caracteristicas morfoldgicas.

Caracteristicas Numero % cepas
de cepas
COLONIA

Forma:

e Circular 121 100
Color:

e Blanco 27 22.3

e Cremas 94 77.7
Borde

e Entero 98 80.9

e Hialino 23 19.1
Elevacion:

e Convexa 76 62.8

e Semielevada 41 33.9

e Plana 04 3.3
Brillo:

e Brillantes 121 100
Consistencia:

e Lisa 121 100

CELULA BACTERIANA

Reaccién de GRAM:

e  Positivo 25 20.7

e Negativo 96 79.3
Forma Celular:

e Bacilo 101 83.5

e Coco 20 16.5
Movilidad:

e Positiva 102 84.3

e Negativa 19 15.7
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3.Tolerancia a NaCl de las cepas aisladas de las salinas de la Caleta
Santa Rosa.

De las 121 cepas seleccionadas, el 74.4% (90 cepas) crecieron en
presencia de NaCl a partir de 2%, siendo su rango optimo entre 6 % a 10%.
El 6.6% (8 cepas) crecieron entre 2% a 10% de NaCl; 16.5% (20 cepas) entre 2
a 12% de NaCl; 3.3% (4 cepas) entre 2 a 14% de NaCl; 12,4% (15 cepas) entre
2 a 16% de NaCl; 3.3% (4 cepas) entre 2 a 18% de NaCl; 4.1% (5 cepas) entre
2 a 20% de NacCl. A partir de la concentracion de 4% de NaCl, el 10.7% (13
cepas) crecio entre 4 a 12%, 4.1% (5 cepas) entre 4 a 14% , 1.7% (2 cepas)
entre 4 a 16%, 5% (6 cepas) entre 4 a 18% y 6.6% (8 cepas) entre 4 a 20%,
representando a este grupo a las bacterias haldfilas, a diferencia del 25.6% (31
cepas) de las bacterias que crecieron en ausencia de NaCl y se distribuyeron
de la siguiente manera, entre 0 y 10% crecio el 6.6% (8 cepas), entre 0 y 12%
crecio el 1.7% (2 cepas), entre 0 y 14% crecio el 10.7%(13 cepas), entre 0 y
16% crecio el 4.1%(5 cepas), entre 0 y 18% crecio el 0.8%(1 cepas), y entre el
0y 20% crecio el 1.7%(2 cepas) (Fig. 8, ANEXO 4)

Numero Concentracion de NaCl
de % de
Cepas Cepas 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
o] 6.6 —_—————
2 1.7 —_————————
13 10.7 —_—
5 41 [
1 0.8 —_————————
2 1.7 -—_——————
8 6.6 —_—
20 16.5 ]
4 3.3 ]
15 12.4 _—
4 3.3 _————
5 41 -_————
13 10.7 « y
5 4.1 e
2 1.7 (]
6 5.0 r
8 6.6

Fig. 8. Porcentaje de cepas segin su crecimiento en ausencia de NaCl y a diferentes
concentraciones de NaCl (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20%)



4. Actividad hidrolitica de las bacterias hal6filas frente a los sustratos

almidén y caseina.

Del total de cepas aisladas el 32.2% (39 cepas) presentaron actividad
hidrolitica frente al sustrato caseina con un promedio de 31.2 mm de halo (Fig.
9), mientras que con el sustrato almidén la actividad hidrolitica fue muy baja
alcanzando un promedio de 7mm de halo en 15 cepas que representan el
12.4%. Asi mismo 8 Cepas (MJ-24, MJ-40, MJ-43, MJ-64, MJ-67, MJ-70, MJ-
80, MJ-84) presentaron actividad hidrolitica tanto con la caseina como con el

almidén. Anexo 5

Fig. 9. Halos de actividad de las cepas MJ-24(A), MJ-43(B), MJ-40(C), MJ-67(D), MJ-
80(E), MIJ-70(F), MJ-72(G), MJI-86(H), MJ-84(1), MI-64(J), MJ-66(K), MJ-73(L),
MJ-99(M), MJ-1(N), MJ-29(0), MJ-2(P), de bacterias haldfilas aisladas de las
Salinas de la Caleta Santa Rosa, frente al sustrato Caseina en 72 horas.
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5.Promedios de la actividad hidrolitica de las bacterias halofilas frente al
sustrato caseina

De las 39 cepas seleccionadas con actividad hidrolitica frente a la
caseina, la cepa MJ-67 alcanzo el promedio mas alto con 38.67 mm a una
salinidad de 6% a pH 7 y a salinidad 10% y pH7 con un halo promedio de
38.33 mm, seguido por las cepas MJ-86 con un halo promedio de actividad de
37 mm a una salinidad de 6% y pH 7. Las cepas MJ-55 y MJ-112 alcanzaron el
mismo promedio (36.67 mm) a la misma salinidad y al mismo pH. Los
promedios mas bajos de actividad hidrolitica (6 y 5 mm de halo) se obtuvieron
con las cepas MJ-109 y MJ-110 a una salinidad de 6% y pH 8, como se
observa en la Tabla 3 y Fig.10.
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Tabla 3.- Promedios de los halos (mm) de actividad hidrolitica frente a Caseina a
diferentes niveles de pH (7 y 8) y salinidad (6 y 10%) de las cepas de
bacterias haldfilas seleccionadas aisladas de las Salinas de la Caleta Santa

Rosa.
salinidad 6%6 salinidad 10%

CEPA oH 7 oH 8 oH 7 oH 8
MJ-1 36 32 31.33 30.33
MJ-2 31.67 30 31.33 32
MJ-3 32.33 28 27.33 28
MJ-11 29.33 29 30.67 26.33
MJ-21 26.33 22 27 22
MJ-24 30.67 29.67 30 27
MJ-29 12 14 10 0
MJ-40 36 34.33 32.33 33.67
MJ-41 22.33 20.67 21.67 21
MJ-43 34.33 32 31.67 32.67
MJ-44 12 10 12 10.33
MJ-45 0 11 14 10.33
MJ-46 10.33 12.67 10.67 13
MJ-47 33 26.67 31 27
MJ-55 36.67 18.67 29.33 28
MJ-64 19 20.33 21.67 24.33
MJ-65 30.33 33.67 32 33
MJ-66 18.67 21.33 21.33 20.33
MJ-67 38.67 32.33 38.33 32.33
MJ-68 10 12 12.67 10
MJ-70 19.33 10.33 15 15
MJ-72 24 12.67 14 21.33
MJ-73 31.33 24.67 20.33 20.67
MJ-79 12 0 11 0
MJ-80 35 30.33 35 33
MJ-82 30.67 29.33 30.67 32.33
MJ-84 36 32 34.67 32
MJ-85 10 12 10 10.67
MJ-86 37 32 30 27
MJ-87 32.67 30 32 30
MJ-98 33.33 30.33 31 28.33
MJ-99 20 18.33 21 18.67
MJ-100 33 28 29 28
MJ-106 20.33 17.67 10.33 0
MJ-107 30 33 28.33 30
MJ-108 19.67 21 19 22.33
MJ-109 12.67 6 12 10
MJ-110 9 5 10.33 10
MJ-112 36.67 18.67 29.67 26
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Fig. 10. Promedio de los halos de actividad hidrolitica de las cepas de bacterias halé6filas
frente a caseina con dos niveles de pH y salinidad.

6. Efecto de la salinidad y pH en la actividad hidrolitica de las bacterias

hal6filas frente a caseina.

El anadlisis de varianza de los promedios de los halos de actividad
hidrolitica por influencia de las variables simples cepa, pH, salinidad y sus
interacciones dobles y triples, demuestra que existe diferencia significativa en
los promedios de los halos de actividad hidrolitica de las 39 cepas de bacterias

haldéfilas frente al sustrato caseina, como lo demuestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Analisis de varianza de los promedios de los halos de actividad hidrolitica de
las 39 cepas haldfilas frente a caseina con influencia de dos niveles de pH y
dos niveles de salinidad.

Ho,: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
39 cepas de bacterias haldfilas frente a la caseina.

Ho,: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
39 cepas de bacterias haldfilas por efecto del pH frente a la
caseina.

Hos: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
39 cepas de bacterias halo6filas por efecto de la salinidad frente a la
caseina.

Ho,: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
39 cepas de bacterias haléfilas por efecto de la interaccién
cepa*pH frente a la caseina.

Hos: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
39 cepas de bacterias haléfilas por efecto de la interaccién
cepa*salinidad frente a la caseina.

Hog: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
39 cepas de bacterias haléfilas por efecto de la interaccion pH
*salinidad frente a la caseina.

Ho: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
39 cepas de bacterias haléfilas por efecto de la interaccién
cepa*pH*salinidad frente a la caseina.

FVv F. F:(0.05) | Significancia Decision
CEPA 2415.7 1.444 i Rechazar H,
pH 1458 3.871 falaiale Rechazar H,
S 184.32 3.871 falekaiel Rechazar H,
CEPA * pH 85.867 1.444 alalale Rechazar H,
CEPA*S 80.098 1.444 falaiaiad Rechazar H,
pH *S 169.28 3.871 alalele Rechazar H,
CEPA*pH*S 71.092 1.444 ekl Rechazar H,
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La prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los
halos de actividad hidrolitica de las cepas de bacterias haldfilas frente a
caseina con influencia de pH (Tabla 5), confirma que la cepa MJ-67 a pH 7
alcanzé un halo promedio de 38.5 mm, seguido por la cepa MJ-84 a pH 7 cuyo
halo promedio fue de 35.33 mm, demostrando que existe diferencia significativa
en los promedios de los halos de actividad hidrolitica de ambas cepas; mientras
que con las cepas MJ-45 a pH 7 y MJ-29 a pH 8, los promedios fueron los mas
bajos, 7 mm de halo. Esto confirma la influencia del factor pH en la actividad

hidrolitica de las cepas.

Tabla 5. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halos
(mm) de actividad hidrolitica frente a caseina, en la interaccion cepa*pH.

CEPA pH Promedio Nivel de Significancia
de halo
(mm)
MJ-45 7 7 FRRE
MJ-29 8 7 FRRE
MJ-70 8 12.67 falaia
MJ-106 7 15.33 falaiele
MJ-72 8 17 alaiade
MJ-73 7 25.83 Fokkk
MJ-11 8 27.67 Fkkk
MJ-80 7 35 Fkkk
MJ-84 7 35.33 Fkkk
MJ-67 7 38.5 Fokkk

En la tabla 6, de la prueba de comparacion multiple de Tukey de los
promedio de los halos de actividad hidrolitica frente a la caseina con relacion a
la salinidad se observa que las cepas MJ-67 con salinidad 6 y 10% y la cepa
MJ-40 con salinidad 6% alcanzaron los promedios mas altos de actividad, 35.5,
35.33 y 35.17 mm respectivamente; mientras que con las cepas MJ-29 vy la
cepa MJ-106 con salinidad de 10%, alcanzaron los promedios mas bajos, 5y

5.17mm respectivamente.
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Tabla 6. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halos
(mm) de actividad hidrolitica frente a caseina, en la interaccion
cepa*salinidad.

CEPA Salinidad Promedio Nivel de Significancia

% de halo

(mm)

MJ-29 10 5 CEEES
MJ-106 10 5.17 Hohkk
MJ-109 6 9.33 3.2
MJ-29 6 13 ok
MJ-72 10 17.667 R
MJ-64 10 23 FK
MJ-55 6 27.67 XS
MJ-87 10 31 ok
MJ-43 6 33.17 s
MJ-40 6 35.17 Fkk
MJ-67 10 35.3 A%
MJ-67 6 35.5 ok

En la tabla 7, de la prueba de comparaciones multiples de Tukey de los
promedios de actividad hidrolitica frente a la caseina con relacion a las
interacciones dobles, pH y salinidad, confirma que las bacterias hal6filas en
medio con 6% de salinidad y pH 7 alcanz6 el promedio mas alto de actividad
hidrolitica, mientras que a una salinidad 10% y pH 8 el promedio fue mas bajo,
confirmando la influencia de los factores pH y salinidad en la actividad

hidrolitica.

Tabla 7. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halos
(mm) de actividad hidrolitica frente a caseina, con relacion a pH y salinidad.

pH Salinidad  Promedio de Nivel de
% halo (mm) Significancia
8 10 22.059 ok
8 6 22.09 ok
7 10 23.58 Fkkk
7 6 25.18 ko
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La prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de
los halos de actividad hidrolitica de las 39 cepas de bacterias haléfilas frente a
caseina por influencia de los factores pH y salinidad, se observo que la cepa
MJ-67 a una salinidad de 6% y pH 7 alcanzé un halo promedio de 38.67 mm,
mientras que las cepas MJ-110 y MJ-109 a la misma salinidad y pH, 6% y 8
respectivamente, alcanzaron los promedio mas bajos, demostrando
estadisticamente que no existe diferencia significativa entre estas dos ultimas

cepas, como se observa en la tabla 8.

Tabla 8. Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halos
(mm) de actividad hidrolitica frente a caseina, en la interaccion cepa, pH y

salinidad.

CEPA pH Salinidad Promedio Nivel de Significancia

% de halo

(mm)

MJ-110 8 6 5 e
MJ-109 8 6 6 Fhdek
MJ-44 8 10 10.33 RIS
MJ-55 8 6 18.67 FkkK
MJ-72 7 6 24 Fkkk
MJ-1 7 10 31.33 fr—
MJ-112 7 6 36.67 Kkkk kkkk
MJ-86 7 6 37 kkk kkkk
MJ-67 7 10 38.33 e T
MJ-67 7 6 38.67 r—
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7. Influencia del pH y salinidad en la actividad hidrolitica de las bacterias

hal6filas frente al almidoén.

De las 15 cepas seleccionadas con actividad hidrolitica frente al almidon,
la cepa MJ-80 a una salinidad de 6% y a pH 7 alcanzo un halo de 12 mm de
actividad siendo este el mayor promedio, seguido por la cepa MJ-67 con un
halo promedio de actividad de 10 mm con una salinidad de 10% y a pH7. Las
cepas MJ-63 con una salinidad de 10% y a pH7, la cepa MJ-59 con una
salinidad de 6% y a pH 8 y la cepa MJ-43 con una salinidad de 6% y a pH 7
alcanzaron los promedios mas bajos con halos de actividad de 6.33 mm,
demostrando que los factores pH y salinidad influyen en la actividad hidrolitica.
(Tabla 9, Fig. 11).

Tabla 9.- Promedio de los halos (mm) de actividad hidrolitica frente a almidén a dos niveles de
pH (7 y 8) y salinidad (6 y 10%) de las cepas seleccionadas.

salinidad 6% salinidad 10%
CEPA
pH 7 pH 8 pH 7 pH 8
MJ-13 7 8.67 7.33 9
MJ-24 7 8.67 7.33 8.33
MJ -39 7 7 7 7
MJ-40 8.67 7 7.33 0
MJ-43 6.33 0 7 0
MJ-51 7.33 7 7 7.33
MJ-59 7 6.33 6.67 7
M J-60 7.33 7 7.33 6.67
MJ-63 7.33 6.67 6.33 7
M J - 64 7 8.33 ] 7.33
M J-67 8.67 7 10 7
MJ-70 8.33 7 8.33 9
MJ-75 7 7.67 9 7.67
MJ-80 12 9.33 7 7
MJ -84 8 0 7 7
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Fig. 11. Promedio de los halos de actividad hidrolitica de las cepas de bacterias haléfilas
frente a almiddn con dos niveles de pH y salinidad

El analisis de varianza de los promedios de los halos de actividad
hidrolitica por influencia de las variables simples cepa, pH y sus interacciones
dobles cepas * pH, cepas * salinidad y triple cepas * pH * salinidad, demuestra
que existe diferencia significativa en los promedios de los halos de actividad
hidrolitica de las 15 cepas de bacterias haldfilas frente al sustrato almidon,
mientras que con la variable salinidad y la interaccién pH * salinidad se acepta

la Ho, que no existe diferencia significativa, como se observa en la tabla 10.
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Tabla 10. Analisis de varianza de los promedios de los halos de actividad hidrolitica de
15 cepas halofilas frente al almidon con influencia de dos niveles de pH y
dos niveles de salinidad.

Ho,: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
15 cepas de bacterias hal6filas frente al almidén.

Ho,: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
15 cepas de bacterias halofilas por efecto del pH frente al almidon.

Hos: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
15 cepas de bacterias haléfilas por efecto de la salinidad frente al
almidon.

Ho,4: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
15 cepas de bacterias haléfilas por efecto de la interaccién
cepa*pH frente al almidén.

Hos: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
15 cepas de bacterias haldfilas por efecto de la interaccién
cepa*salinidad frente al almidon.

Hog: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
15 cepas de bacterias haldfilas por efecto de la interaccién pH
*salinidad frente al almidén.

Ho: No existe diferencia significativa en la actividad hidrolitica de las
15 cepas de bacterias haldfilas por efecto de la interaccién
cepa*pH*salinidad frente al almidén.

FV F. F:(0.05) | sjgnificancia | Decision
CEPAS 141.112245 1.775 ol Rechazar H,
pH 336.035714 3.920 fakeiaie Rechazar H,

S 1.75 3.920 Ns Acepta H,
CEPAS * pH 104.22449 1.775 falalaled Rechazar H,
CEPAS * S 61.0612245 1.775 bl Rechazar H,

pH*S 0.89285714 3.920 Ns Acepta H,
CEPA*pH*S 40.46 1.775 falaialal Rechazar H,
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La prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los
halos de actividad hidrolitica de las cepas de bacterias haldfilas frente almidon
con influencia de pH, confirma que el promedio mas alto de actividad hidrolitica
lo alcanzo la cepa MJ-80 a pH 7 con un halo promedio de 9.5 mm, mientras
que con las cepas MJ-40 y MJ-84 a pH 8, alcanzaron los promedios fueron los

mas bajos con 3.5 mm de halo, como se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halos (mm) de
actividad hidrolitica frente almidon, en la interaccion cepa*pH.

CEPA pH Promedio de Nivel de Significancia
halo (mm)

M J- 40 8 3.5 Ry
M J-84 8 3.5 Rl
M J-60 8 6.83 oAk
M J-67 8 7 oAk
M J-64 8 7.83 oAk
M J-40 7 8 ol
M J-80 8 8.17 ke
M J-13 8 8.83 kK okkok
M J-67 7 9.33 owkk okkok
M J-80 7 9.5 okkok

En la tabla 12, de la prueba de comparacion multiple de Tukey de los
promedio de los halos de actividad hidrolitica frente almidén con relacion a la
salinidad se observa que la cepa MJ-80 con salinidad 6% alcanzd un halo
promedio de actividad hidrolitica de 10.67 mm, siendo este el promedio mas
alto; mientras las cepas MJ-43 a una salinidad de 6%, MJ-43 y MJ-40 a
salinidad 10% y MJ-84 a salinidad 6% alcanzaron los promedio mas bajos y
similares estadisticamente siendo estos 3.17, 3.5, 3.67 y 4 mm

respectivamente.
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Tabla 12. Comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halos (mm) de
actividad hidrolitica frente a almidon, en la interaccion cepa*salinidad.

CEPA Salinidad ~ Promedio de Nivel de Significancia
% halo (mm)
M J-43 6 3.17 okkk
M J-43 10 3.5 ok
M J-40 10 3.67 ok
M J-84 6 4 ok
M J-63 10 6.67 koK
M J-64 10 7.67 kR
M J-75 10 8.33 owxk
M J-67 10 8.5 kR
M J-70 10 8.67 kK
M J-80 6 10.67 okkok

Las comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halos de
actividad hidrolitica frente almiddn con relacion a las interacciones dobles, pH y
salinidad (Tabla 13), confirma que los promedios de los halos de actividad
hidrolitica son similares estadisticamente, siendo los promedios mas altos a
una salinidad 6% y a pH 7 y con salinidad 10% y pH 7, mientras que los
promedios mas bajos fueron obtenidos por las interacciones salinidad 10% y
pH 8 y salinidad 6% y a pH 8.

Tabla 13. Comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halos (mm) de
actividad hidrolitica frente a almidon, con relacion a pH y salinidad.

pH Salinidad  Promedio Nivel de
% de halo Significancia
(mm)
8 10 649 *kkk
8 6 6.51 dkkk
7 10 7.51
7 6 7.64 b
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Asimismo, frente al sustrato almidon, las comparaciones multiples de
Tukey de los promedios de los halos de actividad hidrolitica de las 15 cepas
influenciados por los factores pH y salinidad, confirma que con la cepa MJ-80 la
actividad hidrolitica fue mayor alcanzando un halo promedio de 12 mm con una
salinidad 6% y pH 7, mientras que con las cepas MJ-63 con una salinidad de
10 y a pH 7, MJ-59 con una salinidad de 6 y a pH 8 y MJ-43 con una salinidad
de 6% y a pH 7, se confirma que los promedios de actividad fueron los mas

bajos, 6.33 mm, como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Comparaciones multiples de Tukey de los promedios de los halo (mm) de
actividad hidrolitica frente a almiddn, en la interaccion cepa*pH*salinidad.

CEPAS pH Salinidad Promedio Nivel de Significancia

% de halo

(mm)

MJ-63 7 10 6.33 EREES
MJ-59 8 6 6.33 *kkk
MJ-43 7 6 6.33 Kok Kk
MJ-70 8 6 7 Kkkk e
MJ-51 8 10 7.33 Fokkk ok Fokdk
MJ-84 7 6 8 Hkekk E— -
MJ-67 7 6 8.67 R kkkk  kokkk
MJ-80 8 6 9.33 *kkk Kk
MJ-67 7 10 10 kkk
MJ-80 7 6 12 Hkkk
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8. Identificacion de cepas seleccionadas con mayor actividad hidrolitica

Las tres cepas seleccionadas de bacterias haldfilas, fueron identificadas
por pruebas bioquimicas y de crecimiento utilizadas por Francia (2011), cuyos

resultados se muestran en las tablas 15, 16 y 17.

Segun las pruebas bioquimicas, la cepa MJ — 1 produjo acidez de
glucosa, maltosa, lactosa, xilosa, manitol pero no de sacarosa, no produjo indol
ni redujo los nitratos a nitritos, la hidrolisis de la urea, almidon y gelatina fue
negativa, en cambio la caseina fue positiva. No produjo gas ni hidrogeno
sulfurado y la sintesis de la lisina descarboxilasa también fue negativa. La cepa
MJ — 67, produjo acidez de glucosa, maltosa y xilosa pero no de manitol,
lactosa ni sacarosa; al igual que la cepa anterior no redujo los nitratos a nitritos.
No produjo hidrolisis de la urea ni de la arginina, pero si del almidon, caseina y
gelatina. La cepa MJ — 86, produjo acidez de glucosa, maltosa y lactosa, pero
no de manitol, xilosa y sacarosa; ni redujo nitratos a nitritos, la hidrolisis de la
urea y almidén fue negativa, en cambio la caseina, gelatina y arginina fue
positiva. No produjo gas ni hidrogeno sulfurado y la sintesis de la lisina
descarboxilasa también fue negativa (tabla 15, 16 y 17). La cepa MJ-80
presento hidrolisis del almidon, pero no puedo ser identificada

bioquimicamente.

Segun los resultados de identificacion de las cepas haldfilas aisladas de
los estanques Salinos de la Caleta Santa Rosa, reportados por Francia (2011),
las cepas MJ-1, MJ-67 y MJ-86, por sus caracteristicas de crecimiento y
comportamiento bioquimico, fueron identificadas como de los géneros

Halomonas, Pseudoalteromonas y Salinivibrio.
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Tabla 15. Identificacion de la cepa MJ-86 aislado de las salinas de Santa
Rosa y su comparacion con el género Salinivibrio.

Caracteristicas MJ -86 Salinivibrio*
Morfologia Bacilos curvados Bacilos curvados
Pigmentacion - -
Flagelo polar + 1

Flagelo peritricos - -
Crecimiento sin NaCl - -
Crecimiento en 20 % NaCl + +
Crec.opt.en5a10 % NaCl + i
Produccion de acido de glucosa + +
Hidrolisis de Gelatina + +
Hidrolisis de Almidoén - -

VP + +
Indol - -
Arginina descarboxilasa + i

Lisina descarboxilasa - -
Utilizacion del citrato - -

* Francia (2011).

Tabla 16. Identificacion de la cepa MJ-1 aislado de las salinas de Santa
Rosa y su comparacion con el género Halomonas.

Caracteristicas MJ -1 Halomonas*
Morfologia Bacilos curvados Bacilos curvados
Pigmentacion - -
Flagelo polar - -

Flagelo peritricos + (+)
Crecimiento sin NaCl - -

Crecimiento en 20 % NaCl - (-)
Crec. opt. en5a 10 % NaCl +

Glucosa +

Hidrolisis de Gelatina - -

Hidrolisis de Almidén - ND
VP + ND
Indol - ()
Arginina descarboxilasa - ND
Lisina descarboxilasa - ND

Utilizacion del citrato - -

(+) Mas especies son positivas  (-) Mas especies son negativas
(ND) No determinado.*Francia (2011).



Tabla 17. Identificacion de la cepa MJ-67 aislado de las salinas de Santa
Rosa y su comparacion con el género Pseudoalteromonas.

Caracteristicas MJ - 67 Pseudoalteromonas*
Crecimiento con NaCl 2-18 % (opt 6-10 %) 1-17.5 % (opt 7.5-10)
Temperatura 35°C 10-35°C (opt 30-37)
Catalasa + +
Hidrolisis de:
- Almiddn
- Caseina
- Gelatina
Indol - -
Reduccién de Nitratos
RM + +
VP - -
Citrato - -
Ureasa - =
H2S - -
LIA - -
Glucosa + +
Lactosa - =
Maltosa + +

+ + +

*Francia (2011).



V. DISCUSION

Los estanques salinos de la Caleta Santa Rosa se encuentran ubicados
al sur de la caleta, aproximadamente a 150 m de la playa. Durante los meses
de Noviembre y Diciembre del 2013 y Enero del 2014, meses de muestreo, se
encontré 12 estanques caracterizados por tener forma y tamafio irregular, de
poca profundidad, en su mayoria con pigmentacion rojiza en el borde y con sal
en formacion siendo estas caracteristicas muy similares a algunos estanques
salinos de Huacho — Perl descrita por Montoya et al., (1984). Dichos
estanques presentaron un pH promedio de 7.5 y una temperatura entre 26°C —
34°C, caracteristicas reportadas por Fuentes et al., en los estanques salinos
de la misma caleta durante el afio 2013. Con relacién al pH y temperatura, pero
con diferencias en este Ultimo por sus valores bajos, 27.5 °C y 28.3 °C,
probablemente estas diferencias se deben a los meses de realizadas las

mediciones

Por sus caracteristicas fisico- quimicas, los estanques Salinos de la
Caleta Santa Rosa, sirve de habitat para bacterias haldéfilas y halotolerantes, en
su mayoria bacilos cortos Gram negativos con una fuerte tendencia al
polimorfismo, observaciones similares a las reportadas por Ventosa et al.,
(1982) en las Salinas de Espafia. Asimismo las caracteristicas morfologicas de
las colonias aisladas en el presente trabajo fueron de forma circular de borde
entero, la mayoria de color crema, brillantes y de consistencia lisa, coincidentes

estas observaciones con Francia (2011).

Las bacterias aisladas de los estanques Salinos de la Caleta Santa Rosa
tuvieron un crecimiento éptimo entre 6 y 10% de NaCl, 90 cepas presentaron
crecimiento a partir de 2 y 4% de sal, mientras que 31 cepas presentaron
crecimiento en ausencia de sal, resultados similares fueron obtenidos por
Sanchez et al., (2004) quienes encuentran que la mayoria de sus cepas

crecieron en un amplio rango de NaCl incluyendo la ausencia de esta en su
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medio. A diferencia de Francia (2011) que infiere que sus cepas crecieron solo
en presencia de sal con un rango 6ptimo de 8 a 16% NacCl para la cepa SR-55
y de 6 a 12% NaCl para la cepa SR-35.

De las 121 cepas seleccionadas en la investigacion el 32.2% (39 cepas)
presentaron actividad hidrolitica frente al sustrato caseina y el 12.4% (15
cepas) frente a almidon, estos resultados difieren con los encontrados por los
investigadores, Ayala et al., (2010), quienes aislaron de la laguna de Chairkota
— Bolivia, 19.7% de cepas haldfilas que sintetizaron proteasas y 8.4% amilasas
de un total de 71 cepas, esta diferencia se debe probablemente a la
composicién de sales de los estanques salinos, al origen y a la cantidad de
materia organica presente; ademas, difiere también de los resultados de Cojoc
et al., (2009), quienes que aislaron de la mina salina en Slanic Prahova-
Rumania, el 46% de cepas con actividad de caseinasa y el 32% de cepas con
actividad amilolitica, esto probablemente se deba a las condiciones
ambientales y composicién quimica existente en la mina. Por otro lado también
existe diferencia con los resultados de las investigaciones de Flores et al.,
(2010) que aislaron bacterias haléfilas de ambientes salinos de Pilluana,
Huacho, Maras, Chilca, Paracas y Ventanilla (Perd) con capacidad
degradadora de los sustratos, caseina (59%) y almidon (75%)
respectivamente, diferencia que puede deberse a la capacidad enzimatica de
las cepas y a la naturaleza de los sustratos empleados.

En la presente investigacién solo el 6.6% (8 cepas) presentd actividad
hidrolitica frente a los dos sustratos, diferente a lo encontrado por Francia
2011, quien reporta que de 30 cepas pre seleccionadas en su investigacion, 5
cepas presentaron actividad hidrolitica frente a los sustratos, almidon y caseina
esta diferencia se debe probablemente al tiempo y lugar de muestreo. Ademas,
también difiere de los resultados de Sanchez-Porro et al., (2003) que aislaron
de ambientes hipersalinos de Espafa, 4 cepas con actividad hidrolitica no solo
frente a almidon y caseina sino frente a otros sustratos como lipasa, DNasa y
pululasa, demostrando los investigadores que estas bacterias producen
enzimas extracelulares con gran potencial industrial como amilasas, proteasa,

lipasa, DNAsa, pululasa y xilanasas; muchas de estas enzimas pueden ser
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estables y activas en mas de una condicién extrema, como elevadas salinidad

y temperatura y/o amplio rango de pH.

Con relacion a la influencia de pH en la actividad hidrolitica de las 39
cepas seleccionadas frente a caseina, 30 cepas a pH 7 alcanzaron la mayor
actividad hidrolitica y 9 cepas a pH 8, probablemente se deba a que la mayoria
de proteasas de origen bacteriano tiene a pH neutro mejor actividad enzimatica

como lo sefala Zaragoza (2011).

La salinidad, por otro lado, no influyé significativamente en la actividad
hidrolitica de las bacterias seleccionadas, pero cuando interactué con el factor
pH las diferencias fueron notorias, las cepas a un pH 7 y una salinidad de 6%
tuvieron mayor actividad hidrolitica sobre el sustrato caseina, este resultado se
vio demostrado con la cepa MJ-67 que alcanz6 el promedio mas alto a una
salinidad de 6% y a pH 7 con 38.67 mm de halo, a diferencia de los resultados
reportados por Sdnchez et al., en el 2004, quienes registraron halos de 25 mm
a pH 8 a 25°C de temperatura con la cepa CM-48, esta diferencia
probablemente se debe a la influencia del pH que fue mayor en comparacion
con la presente investigacion demostrando que el pH neutro es el adecuado
para mayor actividad enzimética, como lo sefialé6 Zaragoza (2011), quien logré

aislar 17 cepas, de las cuales 12 mostraron actividad proteolitica a pH 7.

La actividad hidrolitica frente a almidon de las 15 cepas seleccionadas,
fue mayor a pH 7 en este caso la salinidad no influyé independientemente pero
si cuando interactué con el pH, coincidiendo con el estudio realizado por
Demissie (2014), quien observo la actividad de la enzima amilasa a intervalos
de pH 5,0 a 9,0, con un Optimo a pH 7 y a una temperatura de 35°C y que al
aumentar este factor la actividad de amilasa disminuy6é o pudo ser inactivado
alterando el pH por debajo o encima del 6ptimo, probablemente se deba a que
la amilasa es dependiente de la salinidad pero aun mas de la relacion pH-

temperatura.

Por otro lado, las cepas MJ-80 y MJ-67, demostraron tener actividad

frente al sustrato caseina y almidon, siendo estas las que alcanzaron mayor

47



halo de actividad hidrolitica frente al sustrato almidon. La cepa MJ-80 alcanzé
un halo de actividad de 12 mm a pH 7 y a una salinidad de 6%, resultados que
no coinciden con los descritos por Francia (2011), quien obtuvo el mayor nivel
de producciéon enzimatica con su cepa SR-35 a pH 8 y a una salinidad de 10%,
probablemente estas diferencias se deban a la temperatura utilizada en las
investigaciones y al tiempo de recoleccion de muestras, por otro lado, la cepa
MJ-67 alcanzé su mayor nivel de actividad hidrolitica a pH 7 y a salinidad 10%,
coincidiendo estos resultados con las investigaciones de Coronado et al.,
(2000) quienes estudiaron la alfa amilasa de Halomonas meridiana,
observando que la actividad hidrolitica frente al sustrato almidén se produjo
hasta con 30% de salinidad pero que el éptimo fue con salinidad de 10% a pH
7, ademas, sostiene que para la actividad optima de amilasa de bacterias
hal6filas deben cultivarse hasta el final de la fase exponencial(al menos 20
horas), y en medios con 5 % de sal, en presencia de almidon y en ausencia de

glucosa.

Finalmente, por sus caracteristicas de crecimiento y comportamiento
bioquimico, las cepas MJ-1, MJ-67 y MJ-86 con mayor actividad hidrolitica
fueron caracterizadas utilizando la pruebas bioquimicas sefialadas en las tablas
de Mellado, et al. (1996), Ventosa, et al. (2006), Arahai, et al. (2001, 2002),
Quillaguaman, et al. (1996), Peconek, et al. (2006) Prado, et al. (2006) y
Sanchez Porro (2005) en Francia 2011, correspondiente a los géneros
Halomonas, Pseudoalteromonas y Salinivibrio, coincidiendo con los resultados
Francia (2011), quien encontro a los géneros Halomonas, Pseudoalteromonas
y Salinivibrio, tres géneros del grupo de las bacterias halofilas moderadas que

habitan los estanques salinos de la Caleta Santa Rosa y Salinas de Mérrope.
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VI. CONCLUSIONES

De los resultados de la presente investigacion se concluye lo siguiente:

1. De las 121 cepas de bacterias hal6filas aisladas de los estanques
salinos de la Caleta Santa Rosa, 39 cepas presentaron actividad
hidrolitica frente a caseina, 15 cepas con actividad hidrolitica

frente a almidén y 8 cepas con ambos sustratos.

2. La mayor actividad hidrolitica de las bacterias haldfilas fue frente al

sustrato caseina y la actividad mas baja frente al sustrato almidon.

3. La actividad hidrolitica de bacterias haléfilas frente a caseina y
almidén fue mayor con una salinidad de 6% y pH 7, siendo la cepa
MJ-67 quien mostro mejor comportamiento frente a caseina y la

cepa MJ-80 frente a almidon.

4. Las cepas seleccionadas MJ-1, MJ-67 Y MJ-86 fueron
identificadas como de los géneros Halomonas,

Pseudoalteromonas y Salinivibrio respectivamente.



VIl. RECOMENDACIONES

De la investigacion realizada se recomienda lo siguiente:

1. Investigar la actividad hidrolitica de las bacterias haldfilas frente a
otros sustratos.
2. Estudiar las bacterias haléfilas con actividad hidrolitica de otros

ambientes salinos.
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ANEXO 01

Medios de cultivo para el aislamiento de bacterias haléfilas

Tabla N° 01. Caldo de enriquecimiento doble concentrado

COMPUESTO CANTIDAD
NaCl 99
Agua destilada 100 ml
Extracto de Levadura 0.6g
Peptona 0.64¢g

Tabla N° 02. Solucién de Sales

Compuesto Cantidad al 6 % Cantidad al 10%
NaCl 46.8 g 7849
MgCl,.6H,0 8.296 ¢ 13.827 ¢
SO4Mg.7H,0 11.878 g 19.797 g
KCI 129 2049
NaBr 0.156 g 0.26 g
NaHCO; 0.0402 g 0.067 g
CaCl.2H,0 0.173 ¢ 0.289 g
Agua Destilada 1000 ml 1000 ml
pH final 7 7
*Rodriguez — Valera, 1985
Tabla N° 03. Agar Marino
Compuesto Cantidad
Solucioén de sales 100 ml
Extracto de levadura 0.3g
Agar 15¢g
Peptona 0.3¢
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Medios de Cultivo para Determinar la Actividad Enzimética

Tabla N° 04. Agar caseina

Compuesto Cantidad
Solucion de sales 100 ml
caseina 29
Agar 159
Tabla N° 05. Agar Almidon
Compuesto Cantidad
Solucion de sales 100 ml
Almidon 29
Agar 15¢
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ANEXO 02

Mapa de ubicacién de los estanques Salinos de la Caleta Santa Rosa

Estanques
O q

Salinos
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ANEXO 03
Codificacion y caracterizacion morfolégica de las cepas aisladas de los estanques Salinos de la Caleta Santa Rosa.

CEPA Forma Gr Color Forma Borde Elevacion Densidad Brillo Consistencia Catalasa Motilidad
Celular am

MJ-1 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura Si cremosa + +
MJ-2 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura no cremosa - +
M)-3 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura no cremosa - +
M)-4 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura Si cremosa - +
MJ-5 bacilo - crema Circular entero  semielevada oscura Si cremosa + +
MJ-6 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura Si cremosa + +
M)-7 coco + blanca Circular entero semielevada oscura Si cremosa + -
MJ-8 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura Si cremosa + +
MJ-9 coco + crema Circular entero convexa transparente Si cremosa + -
MJ-10 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura Si cremosa + +
MJ-11 bacilo - crema Ovalada entero convexa oscura Si cremosa + +
MJ-12 bacilo - crema Ovalada entero convexa oscura Si cremosa - +
MJ-13 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura Si cremosa - +
M) - 14 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura Si cremosa - +
MJ-15 bacilo - crema Circular  entero convexa oscura Si cremosa + +
MJ - 16 bacilo - crema Ovalada entero convexa oscura Si cremosa + +
MJ-17 coco + crema Circular entero convexa transparente Si cremosa + -
MJ-18 bacilo - crema Ovalada entero convexa oscura Si cremosa + +
MJ-19 coco + crema Circular entero convexa transparente Si cremosa + -
MJ - 20 bacilo - crema Circular  entero convexa transparente Si cremosa 4+ 1+
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Si
no
Si
Si
Si
Si

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
no
Si
Si
Si
Si

cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
Cremosa
cremosa
cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
Cremosa
cremosa
cremosa
cremosa

+

|+ + ]+

1 + 4+ 1

+

+ + + + |+
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MJ - 108
MJ - 109
MJ - 110
MJ-111
MJ - 112
MJ - 113
MJ-114
MJ - 115
MJ - 116
MmJ - 117
MJ-118
MJ - 119
MJ-120
MJ-121

bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
Coco
bacilo
bacilo
bacilo
bacilo
coco
coco
coco
bacilo

Crema
blanco
blanco
Crema
blanco
Crema
Crema
Crema
Crema
Crema
Crema
Crema
Crema
Crema

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
circular
circular
circular
circular

entero
hialino
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
Hialino
Hialino
Entero
entero

semielevada
semielevada
semielevada
elevada
elevada
Convexa
convexa
convexa
elevada
convexa
convexa
convexa
convexa
convexa

oscura
oscura
oscura
oscura
oscura
Oscura
oscura
oscura
transparente
oscura
oscura
oscura
oscura
oscura

Si
Si
no
Si
Si
Si
Si
Si

Si
Si
Si
Si
Si

cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
Cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa

4+ +

+l++]+ +

+ |+ |+ + +

+ 4+ + +

64



ANEXO 04.
Crecimiento en ausencia de NaCl y a diferentes concentraciones de NacCl (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20%) de bacterias
halofilas.

Concentracion

de NaCl Cepas (MJ)

1,3,4,5,6,7,8,9,11,12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29, 30, 31, 33, 34, 35, 36, 40, 43, 44, 45, 46, 47, 49, 50, 51,
0-2% 52, 53, 54, 55, 58, 59, 61, 65, 67, 68, 69, 70, 71,73, 74, 75, 77, 78, 79, 81, 85, 87, 88, 89, 90, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 105,
106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 114, 115, 116, 117, 119, 121.

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75,
76,77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121.

4-6%

1,23,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75,
76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121.

8-10%

1,23,4,7, 9,10, 11, 12, 13, 14,15, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,40, 41, 42, 43, 44, 45, 47, 48,
12-14% 49, 50, 51,52, 53, 54,55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 95, 97, 98, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 111, 112, 113, 114, 115, 117, 118, 119, 121.

2,3,9,10, 11, 14, 27, 31, 32, 33, 34, 35, 38, 40 42, 45, 47, 48, 51, 53, 54, 55, 58, 62, 63, 64, 67, 70, 72, 75, 76, 78, 85, 86, 89, 90, 91,

_ ()
16-18% 93 100, 101, 103, 106, 107, 108, 111, 115, 119, 121

20% 2,10, 40, 42, 55, 62, 64, 76, 86, 90, 91, 100, 101, 108, 111.
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ANEXO 05

Tabla N° 01. Actividad hidrolitica de las bacterias halé6filas frente al sustrato

caseina.

Hidrolisis en mm ‘

Cepas Caseina
MJ -1 31
MJ -2 29
MJ - 3 33
MJ - 11 29
MJ - 21 25
MJ - 24 29
MJ - 29 12
MJ - 40 30
MJ - 41 22
MJ - 43 30
MJ - 44 12
MJ - 45 16
MJ - 46 10
MJ - 47 31
MJ - 54 30
MJ - 63 21
MJ - 64 33
MJ - 65 20
MJ - 66 35
MJ - 67 15
MJ - 69 18
MJ -71 16
MJ -72 20
MJ - 78 10
MJ -79 33
MJ - 81 33
MJ - 84 33
MJ - 85 10
MJ - 86 33
MJ - 87 30
MJ - 98 30
MJ - 99 20
MJ - 100 30
MJ - 106 10
MJ - 107 30
MJ - 108 21
MJ - 109 12
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Tabla N° 02. Actividad hidrolitica de las bacterias hal6filas frente al

sustrato almidon.

Hidrolisis en mm

Cepas

Almidoén

MJ-13

~N

MJ-24

MlJ-39

MlJ-40

MJ-43

MJ-51

MJ-59

M1J-60

MJ-63

MJ-64

M -67

MJ-70

MJ-75

M- 80

MJ-84

(00 (N[00 (W 00N (N|N|IN(N|N|IN N
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