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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la degradaciéon de la celulosa mediante la
aplicacién de cepas (Bacillus sp) aisladas en la Antartida. Se emple6 un Disefio
Completamente al Azar (DCA) unifactorial, que incluyé cinco tratamientos (cepas) y
un control, con 24 unidades experimentales para cada uno de los tres periodos, cada
uno con una duracion de 72 horas. Las cepas aisladas se cultivaron en medio de
agar nutriente y posteriormente se incubaron a 37°C durante 24 horas en ausencia
de luz. La evaluacion de la degradacion se realizé midiendo el halo de degradacion
en un medio enriquecido, a una temperatura ambiente de 37°C durante 72 horas. Se
emple6 el método de rojo Congo para evaluar la degradacion de la
carboximetilcelulosa. Los datos obtenidos fueron sometidos a analisis estadistico de
varianza (ANOVA) y se aplicé la prueba de Tukey. Los resultados mostraron que la
cepa T-29 mantuvo una eficiencia de degradacion de celulosa del 86,4%, seguida
por la cepa GA-52 con un valor del 81,9%, y la cepa DEE-71 con un 77,5%. Por otro
lado, los tratamientos T-21 y T-13 mostraron porcentajes de degradacién del 75,5%
y 57,1%, respectivamente. Se observo que las cepas T-29 y GA-52 mostraron un
mayor indice de degradacién cuando se combinaron, en comparacion con las demas
cepas estudiadas. En conclusién, estas dos cepas demostraron un mayor potencial
de degradacién enzimética cuando se utilizaron juntas, lo que sugiere que podrian
tener un efecto sinérgico en el proceso de degradacion de celulosa.

PALABRAS CLAVE

Biodegradacion, microorganismo, tratamientos, bacterias, carboximetilcelulosa,
microorganismos extremofilos.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the degradation of cellulose by applying
strains (Bacillus sp) isolated in Antarctica. A unifactorial Completely Randomized
Design (RCD) experimental design was used, which included five treatments (strains)
and a control, with 24 experimental units for each of the three time periods, each
lasting 72 hours. The isolated strains were grown on nutrient agar medium and
subsequently incubated at 37°C for 24 hours in the absence of light. The evaluation
of degradation was carried out by measuring the degradation zone in an enriched
medium, at an ambient temperature of 37°C for 72 hours. The Congo red method
was used to evaluate the degradation of carboxymethylcellulose. The data obtained
were subjected to statistical analysis of variance (ANOVA) and the Tukey test was
applied. The results showed that the T-29 strain maintained a cellulose degradation
efficiency of 86.4%, followed by the GA-52 strain with a value of 81.9%, and the DEE-
71 strain with 77.5%. On the other hand, treatments T-21 and T-13 showed
degradation percentages of 75.5% and 57.1%, respectively. It was observed that
strains T-29 and GA-52 showed a higher degradation rate when combined, compared
to the other strains studied. In conclusion, these two strains demonstrated greater
enzymatic degradation potential when used together, suggesting that they could have
a synergistic effect on the cellulose degradation process.

KEYWORDS

Biodegradation, microorganism, treatments, bacteria, carboxymethylcellulose,
extremophilic microorganisms.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La incineracion de los residuos de cultivos en el campo es una practica que ha
incidido de manera negativa en el deterioro de la calidad del aire, smog, olas de
calor y diferentes problemas de salud en la poblacion mundial. Esta se ha
convertido en una problemética importante para los esfuerzos de mitigacion del
cambio climatico a nivel mundial (Haseeb et al., 2022). La quema de los residuos
de algoddén, maiz, arroz, trigo a nivel mundial genera la emisién de gases
contaminantes en el aire como monoxido de carbono, metano, dioxido de
carbono y carbono elemental las cuales generan afectaciones en la salud y
contribuyen al cambio climatico (De La Rosa et al., 2018).

En América Latina la incineracion de la biomasa de los residuos procedentes de
la agricultura ha generado grandes afectaciones a causa de las columnas de
humo que se han desplazado grandes distancias perjudicando a entornos
fragiles considerados como areas protegidas (Trujano et al., 2021). Segun
menciona Gupta (2019) los nifios en América Latina son los mas perjudicados a
causa de la quema de material agricola en los campos, teniendo como
consecuencia problemas pulmonares y complicaciones graves a temprana edad.
Ademas, el sector agricola ha contribuido significativamente al cambio climético
al utilizar combustibles fosiles para la quema de residuos agricolas (Magagula et
al., 2022).

En Ecuador, la agricultura es caracterizada como una unidad productiva
agropecuaria cuya actividad se realiza en menor o mayor grado de produccion,
la magnitud de este problema se destaca con cifras que muestran una gran
cantidad de residuos agricolas generados anualmente, junto con emisiones
considerables de gases de efecto invernadero. Estos residuos estan compuestos
principalmente de lignina, hemicelulosa y celulosa (Calderon et al., 2018)
compuestos de lignina (10-15%), hemicelulosa (20-35%) y celulosa (40-50%)
(Antonieta y Palma, 2018).



La viabilidad que representa la utilizacion de microorganismos como medios
biodegradadores es alta, segun indican resultados de estudios experimentales
desarrollados. En cuanto al campo del presente estudio, se busca la
implementacion de alternativas que reduzcan el impacto que genera la quema
de residuos agricolas sino al aprovechamiento de materiales como la celulosa a

partir de subproductos de interés industrial.

Una alternativa es la obtencion de peliculas biodegradables para empaques de
alimentos, ademas el consumo de residuos de maiz para animales, traen
efectos negativos, por la presencia de metales pesados afectando a diferentes
organos y tejidos (Cerron y Rubén, 2018), por lo tanto es factible transformar los
residuos, mediante el proceso de biodegradacion de la celulosa, por medio de
microorganismos para la liberacion de azucares fermentables, pudiendo ser

utilizados en la elaboracion de etanol o edulcorantes (Rojas, 2019).

¢, Como se comportan las bacterias antarticas (Bacillus sp) en la degradacion de

celulosa?



1.2. JUSTIFICACION

Esta investigacion contribuira a la degradacion de la materia vegetal que implica
la creacién de cadenas largas de polisacéridos y la subsecuente hidrolisis en
cadenas de glucosa de cinco a seis carbonos. Con la colaboracion de sistemas
celuloliticos, la celulosa llega a ser transformada a glucosa siendo ésta un
elemento fundamental en la industria alimenticia, asi mismo biolégicamente

favorable gracias al minimo desperdicio que existe (Grijalva, 2017).

La nueva edicion del informe Perspectivas del desarrollo agricola y rural en las
Ameéricas en coautoria de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), promueve el desarrollo de la bioeconomia
sostenible para impulsar el crecimiento productivo de la agricultura, lo que
sugiere una ventaja en el manejo alternativo de la biomasa, siendo la agricultura
sostenible y la seguridad alimentaria opciones para el mantenimiento, gestion y

conservacion de la biodiversidad (Rizo et al., 2017).

Durante los ultimos afios ha aumentado considerablemente el estudio con
microorganismos de entorno extremos, como bacterias y hongos que tienen
parte del microbiota del Artico y la Antartica, que por sus caracteristicas o las
propiedades de sus enzimas tienen un elevado potencial como bio-recursos de
aplicacion biotecnolégica, produccion de alimentos, mineria, desarrollo de
basura, biorremediacion ambiental, productos de provecho para la agricultura, la

medicina y la valoracion molecular (Oliart et al., 2017).

Bajo los criterios establecidos segun el Art. 14 de Constitucion de la Republica
del Ecuador (2008) “Se reconoce el derecho de la poblacion a vivir en un
ambiente sano y ecolégicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el
buen vivir, sumak kawsay”y anexo el "Plan de Creacién de Oportunidades 2021-
2025", Objetivo 3, el que indica “Garantizar los derechos de la naturaleza para
las actuales y futuras generaciones” (Secretaria Nacional de Planificacion,
2021).



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar microorganismos extremofilos (Bacillus sp) para la degradacion de

celulosa.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Biotransformar celulosa por medio de microorganismos extremofilos

(Bacillus sp) para la valoracion de eficiencia de microorganismos.

2. Calcular el pardmetro cinético con respecto al crecimiento bacteriano

durante el proceso de degradacion de celulosa.

3. Obtener consorcios microbianos celuliticos para la degradacion de

celulosa.
1.4. HIPOTESIS

Ho: La aplicacion de las bacterias Bacillus sp Antarticos no tienen la capacidad

de degradar celulosa.

Ha: Al menos una de las cepas tiene la capacidad de degradar celulosa.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. SUELOS AGRICOLAS

Los suelos son el medio mas complejo y variado de todo el mundo. Ademas de
facilitar a la sociedad el 98,8% de sustento alimenticio, los suelos proporcionan
una extensa gama de otros servicios, pero el aumento de las practicas agricolas
ya esta provocando la degradacién insostenible de suelos (Kopittke et al., 2022).
El desarrollo productivo, desde una perspectiva de produccion y consumo, se
vincula directamente con los ecosistemas y sus elementos, los mismo que han
tenido efectos perjudiciales con 49 % de alto riesgo de erosion en el Ecuador y
una degradacion persistente que suman aproximadamente 100 000 hectareas
(Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica [MAATE], 2017).

2.1.1. RESIDUOS AGRICOLAS

Los residuos agricolas estan constituidos como pequefias cantidades de cultivo
gue no integran la cosecha o no cumple las condiciones para comercializar, estos
son considerados como residuos no peligrosos de manera que son
aprovechados en minimas cantidades como alimentos para los animales y en la
mayor de las ocasiones es incinerada. Aproximadamente en el 2026 a nivel
mundial los residuos agricolas van a llegar a 368 326 087,469 t (Peralta y
Medina, 2021).

Estos residuos estan formados por una gran cantidad de material lignocelulésico,
la cual es una biomasa originada por los organismos vivos que captan la energia
del sol. Este es considerado el material biol6gico mas numeroso de la naturaleza
y esta conformado por una estructura de celulosa, hemicelulosay lignina (Borus,
2021).

2.1.2. IMPACTOS AMBIENTALES DE LOS RESIDUOS AGRICOLAS

El crecimiento de la poblacién global es la principal causa de los problemas
ambientales, para el afio de 1 950 era alrededor de 2 600 millones de habitantes
y para noviembre del 2 022 se elevo a 8 000 millones de poblacién mundial. Se

estima que la poblacién anual se incrementara en los proximos 30 afios



aproximadamente 2 000 millones de habitantes mas. Para el acceso a los
diferentes recursos asi mismo, el aumento de los residuos de todo tipo,
principalmente los residuos agricolas debido a que el alimento es el principal

sustento de los seres humanos (Castro et al., 2020).

La administracion inapropiada de los residuos agricolas a lo largo de los afios ha
provocado serios problemas ambientales a causa de la quema desmedida y
descontrolada de estos residuos, siendo la opcién mas econdmica para los
agricultores, produciendo emisiones de gases de efecto invernadero que

conlleva un grave problema a todos los seres vivos (Bilal et al., 2020).
2.2. BIOMASA

La formacién de biomasa empieza a partir de la energia solar, la cual se lleva a
cabo mediante el proceso de fotosintesis. La biomasa se clasifica segun su
origen, segun su composicion y segun su estado. En la primera clasificacion se
encuentra los de procedencia vegetal incluida la vegetacion seca o residuos de
productos agricolas y a los productos que contengan azucares, proteinas y
almidones, como son los frutos y granos (Fernandez, 2015; Sanz y Sanchez,
2022).

2.2.1. BIOMASA LIGNOCELULOSICA

La biomasa lignocelulésica es considerada como la materia vegetal seca, la cual
esta formada por hemicelulosa y celulosa que son polimeros de carbohidratos y
la lignina que es un polimero aromatico, las cuales estan presente en la pared
celular de las plantas, cabe resaltar que su formacién depende de diferentes
factores como el tipo de la biomasa, localizacion, el clima y el suelo. Esta se la
puede agrupar segun los cultivos energéticos, biomasa virgen y biomasa residual
(Cortes, 2011; Lazaro, 2018).

Esta se produce a partir del CO2, agua y luz solar, de manera que es considerada
como fuente de carbono organico en el planeta. La utilizacién que le dan a esta
biomasa es para el consumo de los animales, abonos y fertilizantes, sin
embargo, se han implementado nuevas técnicas para un mejor aprovechamiento
(Yacuzzi et al., 2019).



e FUENTES DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA

Las fuentes lignoceluldsicas son las fuentes renovables méas grandes de la tierra
para la produccién de bioetanol y existen tres tipos principales: primero algas
marinas, segundo residuos agricolas y desechos solidos municipales, y tercera
las materias primas lefiosas forestales. Asi mismo se compone de tres polimeros
mayoritarios: celulosa (30-35%), hemicelulosa (25-30%) y lignina (10-20%) y
varios elementos en menor unidad como pectina, proteinas, pigmentos y cenizas
(Vasi¢ et al., 2021).

e ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA PARED CELULAR VEGETAL

Las paredes celulares efectian funciones primordiales en las células vegetales,
como dar rigidez, crear interfase entre células adyacentes y cooperando en la
comunicacion intercelular. Se dividen en dos grandes grupos: paredes celulares
primarias (PCP), aquellas que se localizan rodeando células con capacidad de
desarrollarse y paredes celulares secundarias (PCS) que bordean células del
sistema vascular. Las PCS son estructuras mas enriquecidas que las PCP y
todas las células diferenciadas tienen paredes con diferentes composiciones
(Garrido, 2022).

La pared celular estd conformada principalmente por polisacaridos de
compuesto y estructura diversa como celulosa, pectina, &cidos fendlicos,
proteinas, iones y H20. La composicion y disposicibn de los elementos
independientes en la pared examina su estructura y funcién, por lo que es
fundamental entender detalles de los PCP mas cruciales que son la celulosa,

hemicelulosa, lignina y pectina (Valenciaga y Chongo, 2018).

e CELULOSA

La celulosa es el polimero mas abundante de la tierra, es uno de los
componentes mas presentes de la biomasa vegetal que es degradada por una
serie de microorganismos (Jerez, 2021), su transformacion, aprovechamiento o
eliminacién ha sido analizada a lo largo de los afios, el uso de bacterias para la
reduccion de la celulosa (15 a 20 %) en tallos de plantas de maiz (Ramiez y
Coha, 2003; Moreno et al., 2018).



e HEMICELULOSA

El término hemicelulosas se dio basicamente para referirse a los polisacéridos
de origen vegetal que se sustraen en soluciones levemente alcalinas. Existen
distintos tipos de hemicelulosas en los arboles; xilanos, mananos, glucanos,
galactanos y galacturanos. Los dos primeros son los grupos de hemicelulosas
primordiales presentes en los elementos lignoceluldsicos. Frecuentemente, las
hemicelulosas tienen minimos grados de polimerizacién (<200) (Quiroz y Folch,
2011; Ghio,2018).

La hemicelulosa no contiene zonas cristalinas y su grado de polimerizacion es
menor que la celulosa ya que esta origina cadenas ramificadas y esta va a ser
mas sensible a los reactivos quimicos (Sema y Ramos, 2018). En muchas
especies vegetales puede estar ramificado por uniones a-1,2 con restos de
glucuronosil produciendo glucuronoxilanos (GX), mas frecuente en maderas
duras. Mientras que, en maderas blandas y cereales son mas probable las
ramificaciones con presencia de arabinosa obteniendo arabinoxilanos (AX) o
también glucurono arabinoxilanos (GAX) (Shafi et al., 2017; Veldzquez et al.,
2020).

e LIGNINA

Es el polimero aroméatico mas numeroso y renovable de la tierra y la segunda
biomasa mas abundante en la naturaleza. La lignina es un co-polimero
heterogéneo formado por tres mondmeros de fenilpropanoides denominado
monolignoles: p-cumaril alcohol, coniferil alcohol y sinapil alcohol, que cambian
en el grado de suplementar los grupos metoxil en el anillo aroméatico. En el lapso
del crecimiento de la planta, estos monémeros son enviados a la nueva pared
celular en formacion y se combinan dentro de la red de polisacaridos de celulosa-
hemicelulosa (Gutiérrez et al., 2020). La lignina en la ultima década, ha sido
estudiada ampliamente en diversas aplicaciones, como es la administracion de
farmacos y genes, la purificacion del agua, la tecnologia de los alimentos, el
ambiente, los biocombustibles, los nutracéuticos, la catdlisis y diversas

aplicaciones energéticas (Kumar et al., 2021).

e PECTINA



La pectina es un carbohidrato formado cadenas largas de moléculas de acido
galacturonico las cuales se enlazan para crear el polisacarido vy
fundamentalmente se localiza en las paredes de las plantas. También es
considerada como un heteropolisacarido ya que esta se encuentra presente en
la lAmina primaria y secundaria de las plantas terrestres (Eliaz y Raz, 2019). La
degradacion de la pectina involucra una serie de procesos microbianos ya que
es la sucesion de reacciones enzimaticas encadenadas como la
desesterificacion y la escisién hidrolitica. Las pectinasas son producidas por
bacterias, levaduras y hongos la cual es la encargada de descomponer las

pectinas (Sourav, 2023).
e ALMIDON

El almidon representa el 80% de la comida calérica mundial, se usa como
alimento para animales y es materia prima fundamental para la industria. Esta
macromolécula es una combinacion de polimeros de glucosa (amilosa y
amilopectina) que las plantas crean y almacenan en forma de granulos insolubles

gue se representan en formas y tamafios diferentes (Bernal y Martinez, 2018).

La biodegradacién ocurre mediante la acciébn microbiana, donde el almidon es
ingerido por hongos o bacterias, estos microorganismos fragmentan el almidén
en sustancias fundamentales para su alimentacion y lo usan como fuente de
energia. Posteriormente de su digestion se libera dioxido de carbono (CO2) y
agua (H20). Indicando ser un desarrollo de degradacion acelerado en
condiciones adecuadas de temperatura, humedad y disponibilidad de oxigeno
(Merchéan et al., 2019).

e DEGRADACION ENZIMATICA DE LIGNOCELULOSA

La velocidad de degradacién de la lignocelulosa depende fundamentalmente de
agentes como la carga microbiana y su capacidad de trabajar entre ellas. Esta
se considera una transformacién fundamental para el ciclo de carbono en la
naturaleza, las cuales dependen de factores como la poblacion microbiana y
factores medioambientales, y esta tiene un extenso campo de accién en las
industrias como en los biocombustibles, alimentacion y papelera (Cerda, 2016;
Detener et al., 2022).
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2.2.2. CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS
ENZIMAS ACTIVAS SOBRE BIOMASA

La biomasa lignocelulésica estd definida fundamentalmente por sus
caracteristicas fisicoquimicas, las cuales cumplen la funcion principal de proteger
y certificar la capa vegetal. Las enzimas activas de carbohidratos se las puede
catalogar en diferentes grupos como la secuencia peptidica que se basa en la
proteccion de la estructura del plegamiento como del mecanismo catalitico (Ghio,
2018).

o CELULASAS

Las celulasas son proteinas completas que tienen como funcién principal
hidrolizar enlaces (1-4)-B-D-glicosidico de celulosa, liquenina y glucanos. Estan
clasificadas segun las caracteristicas de su estructura enzimética las cuales son
133 familias GH y la mayor parte cuentan con estructuras de dos dominios. La
produccion del sistema de enzimas estd vinculada con la degradacion de
sustratos celuloliticos que se lleva a cabo por accién de tres categorias de

enzimas, las cuales en grupo son conocidas como celulasas (Miranda, 2019).
e HEMICELULASAS

Las hemicelulosas o enzimas degradantes de hemicelulosa, son una parte
valiosa de la biomasa vegetal renovable y, por lo mismo, han tenido una atencién
grande en la biotecnologia de la lignocelulosa, se ha distinguido una variedad de
hemicelulasas a base de microorganismos mesoéfilos y termdfilos, estas
hemicelulasas tienen aportacion en las industrias de produccion alimenticia,
bioetanol, papel, y bebidas, asi como en la biotecnologia ambiental y
biorrefinerias (Gashaw, 2020).

Las hemicelulasas son fundamentalmente hidrolasas las cuales se las pueden
clasificar segun la accién de los sustratos diferentes. Estan constituidas por
polimeros de azUcares como pentosas, hexosas y azlcares acidos y su objetivo
primordial es la cohesién entre la celulosa y la lignina (Le6n, 2016). La
degradacion de la hemicelulosa se realiza principalmente por la xilanasas, la cual

tiene como funcién principal la creacion de la xilosa y arabinosa (Diaz, 2020).
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o LACASAS Y PEROXIDASAS

Las lacasas son enzimas que corresponden al conjunto de oxidorreductasas, las
cuales han sido analizadas desde el siglo XIX, fundamentalmente por la
degradacion de una gran diversidad de compuestos recalcitrantes. Estas
enzimas solo arremeten con subunidades fendlicas de la lignina, sin embargo,
puede aumentar la capacidad de oxidacion si hay un compuesto mediador (Silva
y Vazquez, 2018). Las peroxidasas como las lacasas pertenecen al grupo de las
oxidorreductasas, de manera que estas destruyen peroxidos empleando una
variedad de sustratos reductores. También degradan un gran numero de
compuestos recalcitrantes y estas han sido utilizadas para el tratamiento de
efluentes de los textiles (Miranda et al., 2017; Solis, 2019).

2.3. MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE CELULOSA

Estos microorganismos tienen enzimas que favorecen el proceso de hidrolisis de
la materia lignocelulésica, las cuales incorporan los que son los hongos,
bacterias, algas y protozoarios para la degradaciéon de la celulosa. Entre los
hongos mé&s comunes se encuentran: Trichoderma Reesei, Fusarium solani,
Trametes sp, Las bacterias mas comunes y abundantes aerobias son:
Cellulomonas sp, Thermomonospora sp, Vibrio sp, Bacillus sp, entre otros. Y a
los anaerobios se los puede mencionar los siguientes: Acetivibrio cellulolyticus,
Butirivibrio sp, Ruminococcus salbus (Alcivar y Vera, 2013; Arellano, 2021).

2.3.1. DIVERSIDAD FILOGENETICA DE MICROORGANISMOS
CELULOLITICOS

La diversidad filogenética se la puede determinar como una parte del ciclo del
diéxido de carbono que esta en la atmosfera, la cual es retenida por las plantas
y acumulado en la materia organica para posteriormente ser regresada por los
organismos autotrofos y heterotrofos. La conversion de la biomasa tiene una
gran diversidad ya que en torno a el dominio bacteriano se encuentran géneros
celuloliticos que se clasifican en phyla Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes

y Proteobacteria (Herrera, 2015; Carrefio, 2019).
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2.3.2. MECANISMOS MICROBIANOS DE BIOCONVERSION DE
BIOMASA

La biomasa estima cuatro procesos basicos los cuales tienden a transformarse
en electricidad y calor: combustion, gasificacion, pirolisis y digestion anaerdbica.
Sin embargo, los agentes microbianos han desarrollado mecanismos o
habilidades para la utilizacion de la biomasa, las cuales intervienen de manera
sincronizada y conjunta como es el uso de la celulosa por medio de la
elaboracién de celulasas extracelulares, teniendo en cuenta que es una
caracteristica similar que tienen los hongos y las bacterias aerdbicas. Por lo
tanto, la degradacion de la celulosa mediante la creacion de celulosomas es un
mecanismo que las bacterias han implementado para poder ingresar a los

sustratos celuldsicos (Galvan, 2018).
2.4. BACTERIA BACILLUS

Este género Bacillus sp fue descubierto por el investigador Ferdinand Julius
Cohn entre 1872, hasta la actualidad existen 379 especies, ademas que se
encuentra distribuido significativamente en los agrosistemas y una de sus
primordiales aplicaciones es el control de enfermedades de cultivos agricolas.
(Villarreal et al., 2018). A traveés de diferentes técnicas moleculares del RNAr 16s,
esta bacteria logré subdividirse en diversos conjuntos: el primero de ellos es el
Bacillus senso donde se encuentra el Bacillus subtilis, el segundo corresponde
al Bacillus sensu lato que abarca principalmente bacterias termofilas como B.
anthracis, Bacillus sp, B. thuringiensis y B.cereus, B. horti, B. carboniphilus, B.
chitinolycus, y B. infernus, entre otros. Los Bacillus son un género de mucho
beneficio, gracias a su amplio perfil fisiolégico enfatizando el parasitismo, el que
permite estar presente en otros ecosistemas como los acuaticos y los terrestres

sin tener en cuenta las temperaturas (Plaza, 2019).

Esta bacterias son microorganismos ubicados en todo el ambiente,
principalmente en el suelo asi mismo, como en entornos acuaticos resistiendo
tanto el agua dulce como el agua salada, presentes también en material vegetal
en proceso de descomposicién, al ser termdfilas soportan altas y bajas

temperaturas por lo que se pueden encontrar en la Antartida y en desierto. Sus
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esporas logran dispersarse por el aire, posteriormente, tienden a recorrer
extensas distancias lo que les ayuda a desarrollarse en cualquier ambiente
(Frackowian, 2018).

2.4.1. CARACTERIZACION DE Bacillus sp

La bacteria Bacillus sp pertenece a la familia Bacillaceae del género Bacillus, es
una bacteria Gram positiva, catalasa-positiva, de entorno aerobio localizada
frecuentemente en el suelo, tiene la habilidad de formar una endospora
protectora, o que le ayuda a tolerar circunstancias ambientales extremas. Es
parte del proceso de desintegracion de la celulosa, familia de microorganismos
bacterianos con mayor movimiento bioquimico, las cepas de esta bacteria
provocan elevadas unidades de enzimas directamente en el entorno de

crecimiento (Pedraza et al., 2019).
e Bacillus anthracis

Esta bacteria bacilo corresponde a la familia de los Bacillaceae, son Gram
positivo con un tamafio promedio de 1,3 micras y su taxonomia
fundamentalmente es aerobios o anaerobios facultativos, encapsulados y son
formadores de esporas (Instituto Nacional y Salud en el Trabajo de Espafia,
2021).

e Bacillus albus

Esta es una bacteria Gram positiva que se encuentra principalmente en el suelo,
tiene una estructura de bastoncillo y posee la capacidad de formar endosporas.
Se la considera como bacterias resistentes ya que tiene la capacidad de

sobrevivir a condiciones extremas (Garcia et al.,2021).

e Bacillus tropicus

Esta bacteria tiene enzimas termoestables, |0 que significa que son capaces de
resistir condiciones extremas. Su morfologia es de bastén con la capacidad de
formar endosporas, la cual se utiliza para distintas aplicaciones ambientales e
industriales. Tiene un gran potencial de biorremediacion a causa de su capacidad

para degradar componentes organicos (Abdallah et al.,2019).
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e Bacillus paramycoides

Es una bacteria que se encuentra regularmente en los suelos y ambientes
naturales, necesitan del oxigeno para poder sobrevivir y tiene una estructura en
forma de varilla. Puede elaborar enzimas extracelulares incluyendo como la
celulasa y puede llegar a descomponer proteinas, almidon y celulosa (Han et al.,
2023).

e Bacillus wiedmanni

Lleva este nombre por el profesor de seguridad alimentaria Martin Wiedmann,
es una bacteria Gram positiva con una estructura en forma de bastén y es capaz
de producir endosporas. Esta es una bacteria psicotréfica, lo que significa que
puede desarrollarse a bajas temperaturas y es considerada un patdégeno, ya que

es asociado a enfermedades transmitidas por los alimentos (Miller et al.,2016).
2.4.2. DEGRADACION DE CELULOSA CON Bacillus sp

La seguridad ambiental y el ambito econdmico urge la busqueda de nuevas
formas de acelerar la degradacion de residuos agricolas por lo tanto una de las
propiedades de Bacillus sp es transformar a la celulosa en dioxido de carbono,
etanol y en biomasa. La posibilidad del Bacillus sp, de crear esporas es la
mismas que subsisten metabdlicamente apéticas, pero se puede realizar a pesar
de la circunstancia medioambiental adversas, lo que resulta apropiado en la
realizacion de compuestos invariables que ayudan a la degradacion de la

celulosa y sus derivados (Aktayeva et al., 2022).
2.4.3. EXPERIENCIAS DE Bacillus sp EN LA ANTARTICA.

Entre los microorganismos que existen en la Antartida se halla la bacteria
Bacillus sp, resistiendo elevados niveles de radiacion ultravioleta, bajas
temperaturas de hasta -54°C, con minimas unidades de nutrientes para su
desenvolvimiento y ausencia de agua liquida, lo que perjudica su crecimiento,
sin embargo en el tiempo de verano dentro de la capa de nieve se crean micro
espacios donde se localiza el agua liquida, esto ayuda a el crecimiento
bacteriano usando sales y materia organica procedente del agua salada (mar) y

la erosion de las rocas (Silva, 2018).



CAPITULO llIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de Biologia
Molecular del area de Medicina Veterinaria, de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lopez” localizado a 15,5 msnm. Ubicada
en el sitio El Limon, parroquia Calceta, cantén Bolivar de la provincia de Manabi,
localizada a 00°49’27,9” Sy 80°10'47,2” O.

Figura 3. 1. Laboratorio de Biologia Molecular ESPAM MFL.
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Fuente: (Google Earth, 2018; Ministerio de Agricultura y Ganaderia [MAG], 2018).

3.2. DURACION

El presente estudio tuvo una duracién de 13 meses, desde marzo del 2023 hasta
mayo del 2024.

3.3. TIPOS DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion es experimental y se manipularon las variables del
estudio las cual tiene un enfoque cientifico, ya que se evalué a los Bacillus sp
Antérticos en la degradacion de celulosa y su finalidad fue alcanzar cada uno de

los objetivos planteados (Pazos, 2022).
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3.3.1. METODOS

e METODO DESCRIPTIVO

Este método descriptivo se uso para llevar a cabo el analisis de las variables
dependiente e independiente propuestas en la investigacién para asi lograr un
avance en los datos seleccionados (Intriago y Saltos, 2020).

e METODO DEDUCTIVO

El método deductivo se dice que nace de lo general a lo particular, es decir, la
razon que permite estudiar y analizar los aspectos que estan vinculadas con las
caracteristicas y desarrollo de la degradacion de celulosa mediante la bacteria

Bacillus sp (Cuervo, 2021).
e METODO GRAVIMETRICO

Este método tiene como funcién determinar la degradacion de celulosa por

medio de la intervencién bacteriana (Chavez, 2019).
e METODO ESTADISTICO

Con este método se analizaron los datos y se elaboraron los graficos con el fin

de obtener resultados fiables del tema de investigacion (Burgos et al., 2021).
3.3.2. TECNICAS

e OBSERVACION

Esta técnica facilita obtener informacién de todo el comportamiento de la bacteria
Bacillus sp y registrarla para su posterior analisis; por tal razon la observacion es
un elemento importante durante todo el desarrollo de la investigacion (Bernal,
2017).

e MICROSCOPIA OPTICA

Esta técnica permitié observar la morfologia bacteriana y su reaccién a la tincion

Gram, utilizando el objetivo de inmersién (Montalvo, 2010).
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3.4. UNIDAD EXPERIMENTAL

La investigacion tuvo como referencia 24 unidades experimentales por cada uno

de los tres periodos con una duracién de 72 horas (Carrefio, 2019).

3.5. VARIABLES A MEDIR

3.5.1. VARIABLE DEPENDIENTE:
Degradacion de celulosa
3.5.2. VARIABLE INDEPENDIENTE:

Bacillus sp
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3.6. PROCEDIMIENTO

FASE I. BIOTRANSFORMAR CELULOSA POR MEDIO DE BACTERIAS
(Bacillus sp) ANTARTICOS PARA LA VALORACION DE
EFICIENCIA DE MICROORGANISMOS.

Actividad 1. Preparacion del cultivo microbiano para la reactivaciéon de las

bacterias Bacillus sp

El cultivo se prepar6 en matraz con agua peptona en un volumen de 100 ml,
luego se le afiadi6 1 mm? de la bacteria aislada previamente y finalmente se le

incubo por 24 horas a 20 °C para el crecimiento de la bacteria (Plaza, 2019).
Actividad 2. Tincion de Gram.

De acuerdo a Rodriguez y Arenas (2018) para realizar la tincion de Gram se

consider6 los siguientes pasos:

e La muestra se puso en un portaobjeto y se fij6 en la flama.

e Durante 60 segundos se cubrié con un cristal violeta y se lavd con agua
destilada.

e Durante 60 segundos se cubrio con Lugol y se lavé con agua destilada el
exceso.

e Con alcohol se cubre durante 30 segundos y se lava con agua destilada.

e Con safranina se cubre durante 30 segundos y se lava con agua destilada.

Luego de cumplir los pasos correspondientes se visualizé en el microscopio
las muestras con el objetivo de identificar si son bacterias Gram positivas o
Gram negativas. Las bacterias Gram positivas surgieron tefiidas de color
violeta y las Gram negativas de color rosa o rojo. Es importante tener un
enfoque preciso, pues de otra manera el color violeta puede asemejarse al

rojo con la presencia de la luz en los bordes de la célula.

Actividad 3. Determinacion cualitativa de la capacidad celulolitica

bacteriana (Bacillus sp) antérticos.

Los aislamientos bacterianos con mayor porcentaje de crecimiento se sembraron

en agar CMC. Se utiliz6 MC (Carboximetilcelulosa) como fuente de celulosa para
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los experimentos de capacidad celulitica bacteriana al 1 %, extracto de levadura
0,25 %, peptona 0,25 %, sulfato de amonio 0,05 %, cloruro de calcio 0,05 %,
fosfato monobasico de potasio 0,01 %, fosfato dibasico de potasio 0,01 % y agar
1,5 %; el pH del medio fue ajustado a 7,0 e incub6 a 37°C por 72 horas.
Culminado el tiempo de incubacion se revelo la degradacion de CMC cubriendo
el medio con solucion de rojo Congo 1 % (p/v). El colorante se dejo actuar por
15 min, se retird el exceso y se enjuago con solucion de cloruro de sodio 2 mol/L,
dejando actuar 15 minutos misma solucién. Finalmente se determiné la actividad
celulolitica mediante la presencia de zonas claras (halos) mostrado por la
hidrdlisis de la celulosa, dichos diametro fueron tomados en milimetros (Guzman
et al., 2015).

FASE Il. CALCULAR EL PARAMETRO CINETICO CON RESPECTO AL
CRECIMIENTO BACTERIANO DEL PROCESO DE
DEGRADACION DE CELULOSA.

Actividad 4. Tasa de crecimiento.

Se identifico la formacion de colonias bacterianas por medio de la formula de la
tasa de crecimiento (ecuaciéon 3.1), medido en unidades formadoras de colonias
(UFCs) por unidad de tiempo (inicio y fin del tiempo de experimentacion), a partir
de la siembra de un ml de las muestras, diluido al 10%. Se realizo el conteo de
UFCs alas 15y 24 horas de la siembra en medio sdlido.

u= In(N2)—In(N1)

] [3.1.]

Ecuaciéon 3. 1. Tasa de crecimiento.

Donde:

e N1 es el nimero de UFCs a las 15 horas.
e N2 es el numero de UFCs a las 24 horas.
e T1 es el tiempo de 15 horas.
e T2 es eltiempo de 24 horas.
La determinacion de vida media de los microorganismos se vio relacionada con

el crecimiento bacteriano y se calcul6 con la siguiente férmula:
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Inln (05)

t = .

[3.2.]

Ecuacioén 3. 2. Determinacion de crecimiento.

Donde:
k: son los valores previamente obtenidos de la tasa de degradacion.

Para la determinacion de la eficiencia de los tratamientos se utilizé la
siguiente ecuacion:
. Cinicial

Y = W * 100 [3.3]

Ecuacion 3. 3. Eficiencia de tratamientos.

FASE Ill. OBTENER CONSORCIOS MICROBIANOS CELULOLITICOS
PARA LA DEGRADACION RESULTANTE DE RESIDUOS
AGRICOLAS.

Una vez que se identificaron las cepas con mayor porcentaje de degradacion de
celulosa se procedi6 con:

Actividad 5. Preparacion de medio de cultivo.

Obtenidas las cepas correspondientes, para su reactivacion se inoculo en Agar
Nutritivo que posteriormente se incub6 a 37°C durante un periodo de 24h en
ausencia de luz (Ramirez y Uscanga, 2020). Luego se sembraron las cepas
seleccionadas en medio liquido Agua peptona y posteriormente se incubaron a
37 °C para la determinacién de consorcios microbianos.

Actividad 6. Determinacion cualitativa de la capacidad celulolitica de los

consorcios bacterianos.

Los consorcios bacterianos con mejor porcentaje de degradacion se sembraron
en agar (Carboximetilcelulosa) en funcién. Dicho medio estaba compuesto por
CMC 1 %, extracto de levadura 0,25 %, peptona 0,25 %, sulfato de amonio 0,05
%, cloruro de calcio 0,05 %, fosfato monobésico de potasio 0,01 %, fosfato
dibasico de potasio 0,01 % y agar 1,5 %; el pH del medio a 7,0 y se incubaron a

37°C por 72 horas. Culminado el tiempo de incubacién se revelo la degradacion
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de CMC cubriendo el medio con solucion de rojo Congo 1 % (p/v). El colorante
se dej6 de actuar por 15 min, se retiro el exceso y se lavo dos veces con solucion
de cloruro de sodio dos moles/L, se dej6 en reposo durante 15 minutos.
Transcurrido este tiempo se determind la actividad celulolitica por la presencia
de zonas claras (halos) manifestado por la hidrélisis de la celulosa cuyo didmetro

fue medido en milimetros.

3.7. DISENO EXPERIMENTAL

Se aplicé un Disefio Completamente al Azar (DCA) unifactorial, donde el Unico
factor esta representado por las cepas, es decir, seis tratamientos (considerando
el control), cuatro repeticiones durante tres periodos de tiempos diferentes de 72
horas, con un total de 72 unidades experimentales y degradacion de celulosa

como variable a medir en este disefo.

A continuacién, se presentara la tabla de tratamientos (Tabla 3.1).
Tabla 3.1. Cepas (tratamientos).
Tratamientos

T-13

T-21

T-29

DEE-71

GA-52

Control

Elaborado por: los autores

3.8. ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizé el programa InfoStat para la determinacion de la significancia, la
aceptacion o el rechazo de las hipotesis (nula y alternativa), mediante el método
ANOVA. Para determinar las diferencias entre los tratamientos, se ejecuté un

Analisis de Varianza (ANOVA) y prueba de Tukey con un nivel de significancia
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del 5% (95% de confianza) ajustado al modelo DCA unifactorial de la cepa con
respecto al periodo de estudio. A continuacion, se presenta la tabla del DCA
(Tabla3.2).

Tabla 3. 2. Formato de andlisis de la varianza - Disefio Completamente al Azar (DCA).

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Cuadrado Fcatculada
variacion libertad medio
Tratamiento GLpygr =t —1 viz y? CMppqr CMrrqr.
_ e S Fp=——
S SCTrat. Z ~~~~~ - Trat. CMyg
_ T tr = — E
i=1 t—1
ErI’OI' GLE = t(T - 1) SCE = SCTOf. - SCTrat. SCE
tr—1)
Total GLror. =1t —1 e, YR
SCrrar. = 2 H ; LY — o

t: tratamientos; r: réplicas; n: total de observaciones (unidad experimental).
Fuente: (Gabriel et al., 2017).



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

FASE |. BIOTRANSFORMAR CELULOSA POR MEDIO DE
BACTERIAS (Bacillus sp) ANTARTICOS PARA LA
VALORACION DE EFICIENCIA DE MICROORGANISMOS.

PREPARACION DEL CULTIVO MICROBIANO PARA LA REACTIVACION
DE LAS BACTERIAS Bacillus sp

Luego de la reactivacién de cepas Bacillus sp fueron observadas individualmente
a través del microscopio 6ptico para identificar la informacién complementaria y

reconocer su estructura interna (Figura 4.1) (Anexol).

2N

J\'*th-n \'\

Figura 4.1. Morfologia de Bacillus sp; T-13, T-21, T-29, DEE-71, GA-52.

TINCION DE GRAM

A nivel microscopico mediante el método de la Tincion de Gram, se pudo estudiar

a los Bacillus sp reconociendo su morfologia, la presencia de bacterias Gram
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positivas o Gram negativas, tipo de agrupacion, pureza, tamafo y produccion de

endospora. A continuacion, se describe la morfologia de cada una de las cepas

(tabla 4.1) (Anexo 2).

Tabla 4.1. Caracteristicas microscopicas.

Cepa Forma Tincién Agrupacién Pureza Tamafio Produccién
Gram (+/-) endosporas
T-13 Bacilo + Pleomorficas Pura Grande Central
T-21 Bacilo + Diplobacilos Pura Mediano Central
T-29 Bacilo + Pleomorficas Pura Pequefia Central
DEE-71 Bacilo + Diplobacilos Pura Mediano Central
GA-52 Bacilo + Pleomérficas Pura Mediano Central

Elaborado por: los autores.

De acuerdo a las caracteristicas microscopicas se obtuvo lo siguiente:

e Las cinco cepas estudiadas resultaron tener forma de Bacilo.

e Latincion de Gram para las cinco cepas fue identificada Gram positivas.

e Se comprob6 que las cepas T-13, T-29 y GA-52 son de agrupaciéon

pleomorficas sin embargo las T-21, DEE-71 fueron caracterizadas

diplobacilos.

e Las cepas T-21, DEE-71 y GA-52 mostraron tamafio mediano, no

obstante, la cepa T-13 se identificé con un tamafio grande y la cepa T-29

manifiesta tamafio pequenio.

e Se comprueba que todas las cepas son puras, asi mismo que la

produccion de endosporas para todas es central.

Segun (Rodriguez y Arenas, 2018) menciona que mediante el microscopio se

distinguen generalmente bacilos rectos Gram positivos de mediano a gran

tamafio, teniendo esporas redondas en posicién central o subterminal sin

perjudicar la forma del cuerpo microbiano. Muigg et al.,2022 asegura que los

Bacillus anthracis son inmaovil con un organismo aerobio es decir que tienen

capacidad de crecer en medios artificiales como anaerobio facultativo, logran

producir una espora como forma de resistencia pudiendo ser terminales,

subterminales y endosporas centralmente puestas.
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DETERMINACION CUALITATIVA DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA
BACTERIANA (Bacillus sp) ANTARTICOS.

La evaluacion cualitativa de la capacidad celulolitica se efectu6 relacionando el
diametro de crecimiento (halo bacteriano) con el diametro de colonia
desarrollado por cada una de las cepas de Bacillus sp, cultivadas en medio agar
nutriente en estado puro bajo condiciones controladas y posteriormente

evaluadas luego de 72 horas.

Se pudo demostrar la capacidad degradadora de celulosa que tuvo cada uno de
los tratamientos con las cinco cepas de Bacillus sp estudiadas. La determinacion
de este parametro considerd la formacién de halos como un indicador de

degradacion de las cepas.

El tratamiento para el que se valor6 un mayor indice de degradaciéon
correspondio a la cepa GA-52, con una estimacion de halo celulolitico de 27,38
mm. El tratamiento con la cepa T-13 obtuvo un valor alto en formacion de halo
(26,93 mm), continuamente T-29 (24,75 mm), DEE-71 y T-21, que fueron las
cepas con menor crecimiento de halos en el periodo de estudio; sin embargo,
demostraron medias que se ajustaron a los valores anteriores, con 23,95y 14,85
mm, respectivamente, en un tiempo de 72 horas como se muestra en la (figura
4.1) (Anexo 3).

DEGRADACION DE CELULOSA (72 HORAS)

26,93

27,38
30 f 24,75 23,95
20 A 14,85
10 - l
T- T- GA DE

T-
13 21 29 -52 E-
71

B Media halos de degradacion en
mm

26,93 14,85 24,75 27,38 23,95

Figura 4.1. Medias de halos de degradacion de celulosa en 72 horas
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Los resultados de esta investigacion coinciden con el estudio realizado por Ruiz
(2020) donde sefiala que la cepa con mayor halo de degradacion tuvo un valor
promedio de 12,33 mm de diametro, donde afirma que el mayor crecimiento de
las bacterias dio en valores de pH neutro del medio de cultivo, se confirma
ademas, que los niveles de pH del medio de cultivo son los éptimos para el
crecimiento bacteriano del género Bacillus sp. Por otro lado, Zambrano et al.,
(2022) obtuvo un halo de crecimiento de 6,52 mm de didmetro, la cual estuvo
entre las de mayor crecimiento en los dos niveles de temperatura estudiados, ya
gue es una condicion muy importante a considerar porque durante la
degradacion de la celulosa se producen altas temperaturas, lo cual es un

indicador de la actividad microbiana en la transformacién de la materia organica.

La variabilidad de los resultados, se atribuye a la diversidad de respuestas
enzimaticas que son propias de cada microorganismo, al producir unos mas
enzimas celulasas que otros (Ruiz, 2020); los resultados del estudio de Reyes
et al., (2020) respaldan los de la presente experimentacion, donde a mayor
tiempo, incrementa el desplazamiento del halo como resultado de la
multiplicacion de microorganismos, considerando que los aislados bacterianos
consumen celulosa como Unica fuente de carbono para su estabilidad y

replicacion.

FASE |Il. CALCULAR EL PARAMETRO CINETICO CON
RESPECTO AL CRECIMIENTO BACTERIANO DEL
PROCESO DE DEGRADACION DE CELULOSA.

TASA DE CRECIMIENTO

Se pudo observar la evaluacion del crecimiento bacteriano en un periodo de
tiempo de (24 horas), en donde bacterias multiplicaron y aumentaron su nimero
de colonias en un tiempo determinado. Cabe mencionar que el crecimiento
bacteriano realizado en este medio se ratifica la capacidad que tienen las
bacterias para expandirse alrededor de la caja Petri, no obstante, la celulosa

proporcionada es utilizado como fuente de energia y carbono por las bacterias.
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La tasa de crecimiento bacteriano de cada una de las cepas estudiadas como
consecuencia del desarrollo celular, estimado mediante conteo de unidades

formadoras de colonias (UFC).

Las poblaciones de bacterias correspondientes al género Bacillus sp tienen alta
capacidad de multiplicacion celular en corto tiempo, siempre y cuando se
encuentren expuestas a condiciones favorables, tales como temperatura y
disponibilidad de nutrientes (Bruslind, 2022). La evolucién de cepas bacterianas
en condiciones controladas obedece en la mayoria de los casos a patrones de
crecimiento ya establecidos en cuatro fases: retraso, exponencial, estacionaria y
de muerte; sin embargo, los tiempos de evaluacién resultan variables, al
depender de las caracteristicas propias de cada género de Bacillus sp (Van et
al., 2023).

Durante el tiempo de evaluacion se estimaron valores ajustados a un modelo de
crecimiento efectivo. La cepa T-21 presenté un mayor numero de UFC, siendo
este de diez millones, seiscientos mil UFC (1,06 E+07) en 24 horas. Las
concentraciones de UFC son mostradas en notacion por tratarse de valores
altos; para los otros tratamientos se registraron datos T-29 (6,48E+06), DEE-71
(6,40E+06), GA-52 (2,27E+06) y T-13 (1,40E+05) respectivamente, siendo el
caso de este Ultimo tratamiento aquel que registré el minimo incremento como

se muestra en la (figura 4.1) (Anexo 5).

TASA DE CRECIMIENTO

1,20E+07 ~

1,00E+07 -

8,00E+06 - GA-52

T-29
6,00E+06 -

UFC

4,00E+06 -
T-13

2,00E+06 - DEE-
71
0,00E+00 1 I T T T T T 1

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

Figura 4.1. Tasa de crecimiento bacteriano con relacion al tiempo experimental
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Es preciso indicar que los tratamientos estudiados mostraron una rapida y
significativa tasa de crecimiento en el transcurso 24 horas. En particular, la cepa
T-21 destacé con un valor notablemente superior a los tratamientos, lo cual se
respalda con la investigacion de Zamora (2015); Aguilar (2019) quienes
documentan resultados que se ajustan a los obtenidos en el presente estudio

utilizando agar nutritivo.

En el mismo sentido, un estudio realizado por Sanabria (2016) detalla la
utilizacion de cepas bacterianas que desplegaron curvas de crecimiento
similares, exhibiendo la fase exponencial entre las ocho y diez horas de iniciado
su periodo de incubacion, factor asociado a la aplicacion de un rango de
temperatura Optima entre 37 y 39°C, lo cual se acopla a los rangos
proporcionados en el presente trabajo. Sin embargo, el mismo autor menciona
gue de cuatro cepas bacterianas estudiadas, una de ellas reporto el crecimiento
exponencial luego de 48 horas de iniciado el proceso de cultivo, atribuido a las

caracteristicas enzimaticas propias de cada microorganismo.

Los tratamientos que muestran un periodo de adaptacién mas corto suponen una
transferencia de células de un mismo medio a otro con caracteristicas similares,
lo que favorece el proceso de adaptacion para los microorganismos y hace que
reduzcan su tiempo de rezago (Costanzo et al., 2021). No obstante, en el caso
de las cepas que requieren de un mayor plazo en esta fase, podrian encontrarse
experimentando una etapa de reparacion por dafo celular, sintesis de ARN y

enzimas bésicas antes de pasar a la fase de multiplicacion (Lamont et al., 2015).
EFICIENCIA DE TRATAMIENTOS

De acuerdo a la eficiencia de cada tratamiento se consideraron las
concentraciones de (UFC) inicial y final por cada repeticion. La eficiencia de
tratamientos utilizados para el presente estudio, valores que se expresaron en
porcentajes, situandose todas las cepas por encima del 50% de eficacia. De
acuerdo con Jiménez (2016) la eficiencia de tratamientos refiere al nivel de
validez demostrado y/o a la cercania que ha tenido un método ante un
determinado proceso, determinando asi si se cumplen o no los resultados

esperados.
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Con los datos estimados, se determiné que el tratamiento con mayor porcentaje
de eficacia corresponde a la cepa T-29, el cual manifestd una eficiencia de
86,4%, en la misma secuencia se estimo un valor de 81,9% para el tratamiento
GA.52, la cepa DEE-71 con 77,5%, mientras que en el caso de los tratamientos
T-21 y T-13 mostraron porcentajes de 75,5% y 57,1% respectivamente. A

continuacion, se representa estos resultados obtenidos (Figura 4.2).

EFICIENCIA DE TRATAMIENTOS

100

80
6
4
2

GA-52 T-29 T-21 T-13 DEE-71

o o

Porcentaje de eficiencia (%)
o

Cepas de Bacillus

Figura 4.2. Porcentaje de eficiencia en los diferentes tratamientos utilizando cepas de Bacillus sp.

Los resultados presentados en este estudio se contrastan con los registrados por
Gamez (2022) quien obtuvo porcentajes de degradacion de celulosa que
fluctuaron entre 62% y 83% utilizando inéculos bacterianos; segin este mismo
autor la actividad celulolitica trabajada in vitro Unicamente incrementa
exponencialmente hasta las 24 horas de cultivo, luego de este tiempo permanece
constante o disminuye en tiempos mas extendidos; lo cual discrepa Omer y EI-
Hadidy (2012) quienes revelaron porcentajes de degradacion de celulosa entre
el 52,4% y 68% y determinaron a su vez la vida Gtil del género de Bacillus por un
periodo de 180 dias, con una sola incorporacion de la bacteria.

Bazurto y Murillo (2017) por otra parte sefialan la aplicacion de una ecuacion
matematica para determinar la eficiencia de remocion de un contaminante en su
estudio, para la cual relacionaron los datos tomados de las concentraciones
inicial y final del compuesto, misma que fue aplicada para evaluacion de
eficiencia en la actual investigacion, permitiendo de tal manera conocer la

capacidad del sistema estudiado para eliminar una fraccién de contaminante.
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En este sentido, Hernandez (2017) utiliz6 los porcentajes de eficiencia para
comparar los valores de diferentes concentraciones en sistemas de tratamientos,
obteniendo datos mas precisos con la finalidad de definir aquellos mayormente

viables y avanzar aplicando mejoras para futuras investigaciones.

FASE Ill. OBTENCION DE CONSORCIOS MICROBIANOS
CELULOLITICOS PARA LA DEGRADACION RESULTANTE
DE RESIDUOS AGRICOLAS.

Durante esta fase se seleccionaron los dos tratamientos con mayor crecimiento
de halos, precisados en milimetros, lo que se considera una respuesta favorable
cualitativa de degradacion ante la exposicion de las cepas sobre el sustrato
carboximetilcelulosa, durante un periodo de tiempo definido de 72 horas, dando
como resultado que las mejores cepas degradadoras son (T-13) y (GA-52)
(Anexo 7).

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

Las cepas con mayores indicadores de degradacion (T-13) y (GA-52) aisladas y
reactivadas en agar nutritivo e incubadas a una temperatura Optima favorable de
37°C, durante un periodo de 24 horas; Parra y Vergara (2019) afirman que los
medios de cultivo se tratan de soluciones con amplio contenido de nutrientes,
que proveen de fuentes y condicionan factores necesarios para complementar
sus funciones metabdlicas y garantizar de tal manera un éptimo crecimiento y

desarrollo de los microorganismos.

Una caracteristica destacada de las bacterias pertenecientes al género Bacillus
Sp es gque no revelan exigencias nutricionales, por lo que poseen una amplia
facilidad de adaptacion con diferentes tipos de sustrato y medios de cultivo, entre
los que destaca el agar nutritivo y agar papa (Cuervo, 2020). Saez (2016) afirma
gue el agua peptona es utilizada ampliamente en medios de cultivo con este tipo
de género por la mejora demostrada en la actividad enzimatica; sin embargo, la
adaptabilidad de cada cepa dependera también de las condiciones propiciadas

en el ambiente de trabajo.
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En un estudio desarrollado por Reyes et al. (2017) se realizaron ensayos para
evaluar varios medios de cultivo: agar nutritivo (AN), agar soya-tripticasa (TSA)
y agar papa dextrosa (PDA), mediante el crecimiento de aislados bacterianos y
fungicos, determinando asi una mayor efectividad con diferencias significativas
entre los tratamientos contenidos en AN y PDA; los resultados obtenidos
contrastan la presente investigacion por la alta afinidad que tuvieron los

consorcios al medio suministrado.

DETERMINACION CUALITATIVA DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE
LOS CONSORCIOS MICROBIANOS

Los aislamientos bacterianos (T-13) y (GA-52) presentaron mayor diametro de
degradacion en comparacion de las demas cepas, teniendo en cuenta que la
cepa (T-21) obtuvo el menor halo de hidrélisis. Como afirma (Paris et al.,2018)
las bacterias de la Antartica son fisiolégicas adaptables para favorecer su
funcionamiento y supervivencia en condiciones adversas de ese ecosistema por
lo tanto es decir que las bacterias aisladas tienen el potencial de degradacion

enzimatica que aquellas aisladas desde areas mas tropicales.

Segun Delgado (2021) se ha comprobado que las bacterias de la Antartida no
son especies exigentes en cuanto a requerimientos nutricionales, la mayoria se
desarrolla bien en medios con sustratos de naturaleza compleja como extracto
de levaduras y peptona. En este contexto Hernandez et al. (2019) destaca la
importancia de la biodegradacion de la celulosa que ocurre producto de la
interaccién entre microorganismos, quienes liberan enzimas capaces de ayudar
a desintegrar los productos, asegurando el flujo de carbono en el medio terrestre

gue regula las condiciones del suelo.

Por otro lado, en el ambiente se encuentran otros componentes importantes en
el ciclo de los nutrientes y la energia como son el almidon y la pectina. A

continuacion, se realiza una comparacion con las cepas estudiadas.

En la figura 4.4 (Anexo 8) se manifiestan las medias comparativas entre la
degradacion de almidén y pectina desarrolladas por las cinco cepas bacterianas
estudiadas, tomando como referencia el crecimiento de halos celuloliticos por
cada tratamiento. Los resultados sefialan que aquellos tratamientos que

emplearon la cepa T-13 tuvieron una respuesta en formacion de halos de
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crecimiento mayormente favorables con los dos compuestos ensayados, en
comparacion con el resto de tratamientos, presentando medias cualitativas de

degradacion de 2,68 mm en almidon y 3,68 mm pectina.

El tratamiento con la cepa DEE-71 mostré continuidad en el proceso de
degradacion, para el cual se estimaron medias de halo de 1,62 mm en almidén
y 3,31 mm en pectina; en el caso de la cepa T-29 ésta mostré valores que

difirieron poco de los anteriores 1,31 mm almidén y 3,5 mm en pectina.

Los datos registrados por cada repeticion conjuntamente con las medias de halos
de degradacién por cada tratamiento; aquellas cepas que mostraron menor
actividad celulolitica por presencia de halos en el almidon fueron GA-52 y T-29,
las cuales presentaron medias de degradacion entre los dos componentes de

1,87 mmy 1,31 mm respectivamente.

DEGRADACION DE ALMIDON Y PECTINA
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Figura 4.4. Medias comparativas entre degradacion de almidén y pectina

Datos similares son evidenciados por Arellano et al. (2014) quien emple6 15
cepas de Bacillus sp aisladas para evaluar la capacidad de accién de la pectina
el almidén obteniendo halos de crecimiento en este componente que se ubicaron
entre dos y diecisiete mm de diametro. Ruiz (2020) ademas indic6 que es posible
no observar presencia de halos de crecimiento alrededor de colonias debido a
factores como el tiempo de experimentacion y caracteristicas propias de su

sistema enzimatico que no les permite la liberacion de celulasas.

La cualidad de los aislados antarticos aplicados demuestran en otros estudios la

capacidad que tienen para contribuir en la biodegradacién de residuos naturales,



33

especialmente agricolas, que contienen celulosa, almidén y pectina, al tratarse
de un género que domina el ambiente terrestre, o en su efecto, que se adapta
bien a él, favoreciendo asi el aprovechamiento de nutrientes al suelo,
incrementando la velocidad de degradacién de residuos vegetales para que
puedan ser absorbidos por los organismos vegetales de acuerdo a sus

requerimientos (Zambrano, 2021).

Entre los componentes de residuos comunes naturales destaca la pectina,
hemicelulosa y celulosa, este ultimo habitualmente presente en la pared celular
de la mayoria de tejidos vegetales terrestres, producto de la fotosintesis (Abello,
2023). La biodegradacion de celulosa es promovida principalmente por el género
Bacillus sp, al ser la especie predominante en el suelo, conforme a ello Salazar
et al. (2019) sefala la produccion de enzimas tipo celulasas en el proceso de
degradacion, a su vez que Gaviria (2023) ratifica la efectiva aplicacion de este
mismo género como mediador de biodegradaciéon de celulosa, dada la
intervencion de metabolitos que los convierte en agentes de biocontrol y, a su

vez, en fijadores de nitrdgeno por la produccion de acido indol acético.

Por su parte Paillié (2012) asegura que la presencia de almidon en residuos
agricolas e industriales es considerada como un medio de aprovechamiento
microbiano, para el que se han aplicado modelos de biodegradacién con
microorganismos vinculados a sintesis de enzimas tipo amilasas; Avalos et al.
(2016) reporta elevados niveles de produccién de amilasas a partir de la

utilizacion de Bacillus sp como mediadores para la biodegradacién de almidon.

ANALISIS ESTADISTICO DE LA CAPACIDAD
BIODEGRADADORA DE CELULOSA

La tabla 4.1 muestra el ejemplar que presenta un segmento de las diferencias
significativas determinadas en el andlisis de varianza. El factor modelo
evidenciado en la tabla demuestra que existen diferencias estadisticas, ya que
el p-valor estimado es inferior a 0,05. Es preciso indicar que la variable halos de

degradacion depende de la diferenciacion de los tratamientos (cepas).

El coeficiente de variacion (C.V) presentado en el analisis (9,96) revela la

dispersiéon de las medidas aritméticas sometidas al examen estadistico, lo que
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revela la baja homogeneidad entre los datos y de acuerdo con Suarez (2019) es
un indicador de media representativa con los valores del coeficiente de variacion
son < 30, con lo cual se constata mediante el analisis que las medias de los
tratamientos estudiados (cepas) son particularmente representativas y los datos

de las medias son comparativamente homogéneos.

En la tabla ANOVA la precision general del modelo R? es elevada, con un valor
de 0,83y un Aj ajustado de 0,79. Ademas, en la tabla de resumen del analisis de
varianza el valor de F calculada es de 18,76 y el p-valor <0,0001, lo que
comprueba que en el modelo estudiado al menos uno de los tratamientos

interviene de manera efectiva en la degradacion del componente.

Con base en los factores de modelo y tratamientos, se justifica que estos son
significativos al observar su p-valor <0,0001, lo cual exhibe la capacidad efectiva
de las cepas (tratamientos estudiados) para la degradacion de celulosa y supone
la viabilidad del modelo para posteriores aplicaciones. De este modo, al ser p-
valor inferior a 0,05, manifestandose diferencias estadisticas, se rechaza la
hipotesis nula y se acepta la hipétesis alternativa que indica que al menos una
de las cepas tiene la capacidad de degradar celulosa. A continuacion, se
presenta la tabla del andlisis estadistico (Tabla 4.1).

Variable N R*2 Aj cv
Halos de 20 0,83 0,79 9,96
degradacion
(mm)
Factores Suma de Grados de Media F calculada p-valor
cuadrados libertad Cuadratica
Modelo 413,24 4 103,31 18,76 <0,0001
Tratamientos 413,24 4 103,31 18,76 <0,0001
Error 82,63 15 5,51
Total 495,86 19

Tabla 4.1. Resumen del analisis de varianza (ANOVA)

En concordancia con Vasquez (2019) quien obtuvo resultados del analisis de
varianza con diferencias significativas entre tratamientos, indicando asi

existencia de actividad celulolitica en los microorganismos aislados sobre el
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medio solido carboximetilcelulosa indicando en el andlisis un p-valor <0,0001,
contrastando por tanto los resultados mostrados en el analisis de varianza del
presente estudio. El mismo autor afirma que de los aislados bacterianos

empleados para su investigacion dio un 81, 25% actividad celulitica efectiva.

El andlisis de varianza se complementa con los resultados del Test de Tukey
efectuado, para el que se impuso un valor de 0,05 de significancia (alfa); 5,1246

de distancia minima (DMS) y un error de 5,5083.

Aqui se precisa los tratamientos (cepas), las medias estadisticas, (n) que
representa el tamafio de la muestra y (E.E.) el error estdndar de las medias en
cada uno de los tratamientos. Un indicador de que existen diferencias
significativas entre los tratamientos estudiados con respecto al tiempo son las
letras diferentes (A y B) que se muestran junto al error estandar, estas denotan
la existencia de distinciones representativas entre cada cepa; por ello, es preciso
mencionar que aquellas medias de tratamientos que contienen letras en comun,
en este caso (A) no muestran diferencias estadisticas significativas, mientras
gue, en el caso del tratamiento que muestra la letra (B), se diferencia del resto

de tratamientos demostrando ser significativamente diferente.

Las medias de los tratamientos proporcionados en la tabla 4.3 denotan similitud
entre la mayoria de ellos, lo que indica poca diferencia entre los promedios de

halos de degradacion, con diferencias estadisticas en el caso del tratamiento con
la cepa T-21, para el que se observa un promedio menos elevado en
comparacion con los otros. Rodriguez y Torres (2018) mencionaron la existencia
de homogeneidad en los datos de su experimento utilizando Bacillus sp como
degradadores de celulosa para aprovechamiento de celulosa en compost,
obteniendo medias de amplitud de halos poco variables con lo cual aseguré un

95% de confiabilidad de los microorganismos aplicados en laboratorio.

En la prueba de Tukey, los resultados correspondientes a las medias de los halos
de degradacion para cada una de las cepas no son significativamente diferentes
en el caso de los tratamientos GA-52, T-13, T-29 y DEE-71 (Grupo A); sin
embargo, los promedios de sus halos indican mayor efectividad en el proceso

por mostrar valores por encima de 20 mm, los cuales se diferencian del
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tratamiento T-21 (Grupo B), cuya media de degradacion fue de 14,85
evidenciando el valor mas bajo de degradacion en el tiempo de estudio (72
horas) (Gomez, et al., 2019). A continuacion, se detalla la tabla de la prueba de
Tukey (Tabla 4.3).

Tratamientos Medias N E.E.

GA-52 27,38 4 1,17 A
T-13 26,93 4 1,17 A
T-29 24,75 4 1,17 A
DEE-71 23,95 4 1,17 A
T-21 14,85 4 1,17 B

Tabla 4.3. Test Tukey alfa= (0,05) DMS= 5,1246 Error; 5,5083 gl: 15

Los datos reportados por Rodriguez y Llengue (2016) son particularmente
similares con los de la presente investigacion. La ausencia o poca actividad
demostrada por algunas cepas microbianas podria interpretarse como un
indicador de la necesidad de un tiempo mas prolongado para tener mayor
actividad de degradacion; o en su efecto, refiere Viteri et al. (2016) por la falta de
algun componente que impulse la actividad enziméatica de las cepas, tal como lo
menciona Cruz et al. (2017) la lactosa incorporada con el componente
carboximetilcelulosa estimula la liberacion de enzimas coadyuvantes en el

proceso de biodegradacion.

De forma general, los resultados obtenidos suponen la efectividad de los
tratamientos ajustados al modelo en el que el grupo A muestra diferencias
estadisticamente significativas, es decir, sugiere mejores resultados en
comparacion al correspondiente al grupo B. No obstante, estas caracteristicas
pueden mostrar variabilidad, considerando las condiciones empleadas durante

el estudio y el tiempo de experimentacion.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

- La tasa de crecimiento de las cepas Antartidas estudiadas demostraron
patrones exponenciales que se ajustaron a un modelo de crecimiento efectivo
transcurridas las 8 y 10 horas de incubacién, considerdndose un indicador
positivo ante el suministro de carboximetilcelulosa en cada uno de los
tratamientos; aquellos que mostraron mejores respuestas cualitativas por

crecimiento de halos de degradacion fueron las cepas GA-52 y T-13.

- Se obtuvieron valores maximos en las medias de crecimiento de 27,38 mm
(GA-52) y 26,93 mm (T-13), respectivamente, demostrando un mejor indice de
degradacion de celulosa en 72 horas de estudio atribuido al desarrollo de

mejores respuestas enziméticas y adaptabilidad de las cepas al sustrato.

- Los consorcios microbianos celuloliticos exhibieron medias comparativas entre
los compuestos de residuos vegetales pectina y almidon que resultaron
oportunos en su totalidad, favoreciendo el proceso de biodegradacion, con lo
cual se demostré la aplicabilidad como mediadores degradativos en procesos
agricolas por la actividad celulolitica evidenciada, situando al tratamiento T-13
como aquel con mejor desarrollo de respuestas enzimaticas ante ambos

componentes, en comparacion con los otros tratamientos.

- Los resultados de este estudio proporcionan evidencia sélida de la eficacia de
los microorganismos extremaofilos del género Bacillus sp en la degradacién de la
celulosa. Nuestros hallazgos sugieren que estas cepas tienen un potencial
significativo para ser utilizadas en la biodegradacion de residuos agricolas y la
produccion de bioproductos. Con base en ello, se acepta la hipotesis alternativa
gue indica al menos una de las cepas de Bacillus sp tiene la capacidad de
degradar celulosa y se rechaza la hipétesis nula que sefala las bacterias

aisladas Antartidas no tienen la capacidad de degradar este componente.
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5.2. RECOMENDACIONES

- Realizar evaluaciones periédicas de crecimiento de halos con la finalidad de
obtener informacién precisa sobre los patrones de crecimiento en un

determinado tiempo.

- Evaluar el proceso de degradacion de celulosa utilizando consorcios
microbianos que incluyen hongos conjuntamente con las cinco cepas de Bacillus

estudiadas, a fin de determinar la viabilidad de cultivos mixtos antartidos.

- Utilizar métodos cuantitativos para establecer comparaciones entre las

concentraciones inicial y final del sustrato carboximetilcelulosa.

- En futuros estudios, establecer porcentajes de biodegradacion de celulosa,
asociados a diferentes intervalos de tiempo con el fin de proporcionar datos mas
precisos para préximas investigaciones, explorar la aplicacion de estas cepas en
escenarios practicos de gestién de residuos agricolas y produccion industrial u

otros materiales.
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Anexo 1. Reactivacion de Bacillus sp.

T-13 T-21

T-29 DEE-71 GA-52
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Anexo 2. Tincién de Gram.

T-29

T-21

T-13

GA-52

DEE-71

Anexo 3. Preparacién de medios de cultivo.
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DEE-71 GA-52
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Anexo 4. Aplicacién de técnica Rojo Congo

GA-52 T-21 T-29

DEE-71 T-13
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Anexo 5. Siembray crecimiento de colonias por cada cepa

Conteo de colonias

Determinacion de la tasa de crecimiento de las cepas de Bacillus en los
tiempos de estudio.

TASA DE CRECIMIENTO

HORAS GA-52 T-29 T-21 T-13 DEE-T1
0 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
15 1,86E+06 5,60E+06 8,00E+06 8,00E+04 4,96E+06

24 2,27E+06 6,48E+06 1,06E+07 1,40E+05 6,40E+06
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Anexo 6. Estimacién del porcentaje de eficiencia de tratamientos de
Bacillus sp

Eficiencia de tratamientos

Cepas (Ci ICf) Sin Notacion C. | Eficiencia Trat%
GA-52 8,19E-01 0,819 81,9

T-29 8,64E-01 0,864 86,4

T-21 7,55E-01 0,755 75,5

T-13 5,71E-01 0,571 57,1
DEE-71 7,75E-01 0,775 775

Anexo 7. Consorcio bacteriano con las mejores bacterias degradadoras

Anexo 8. Degradacién de almidén y pectina por cada cepa de Bacillus sp

Pectina
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Almidoén
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Degradacion de almidén y pectina

Almidén Media de degradacion (mm)
T-13 2,68
T-21 1,18
GA-52 1,87
T-29 1,31
DEE-71 1,62

Pectina Media de degradacion (mm)

T-13 3,68
T-21 0,93
GA-52 2,87
T-29 3,5
DEE-T1 3,31

Medias de degradacion por cepa para los 2
compuestos (mm)

T-13 3,18
T-21 1,06
GA-52 2,37
T-29 2,41
DEE-T1 2,47

Anexo 9. Andlisis de lavarianzay Test de Tukey en degradacion de celulosa
efectuado por las cepas de Bacillus sp

Andlisis de la varianza

Variable N R? Aj CV

Halos de degradacién (mm) 20 0,83 0,79 9,96

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 413,24 4 103,31 18,76 <0,0001
Tratamientos 413,24 4 103,31 18,76 <0,0001
Error 82,63 15 5,51

Total 495,86 19

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=5,12462
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Error: 5,5083 gl: 15

Tratamientos Medias n E.E.
GA-52 27,38 4 1,17 A
T-13 26,93 4 1,17 A
T-29 24,75 4 1,17 A
DEE-71 23,95 4 1,17 A
T-21 14,85 4 1,17 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p

> 0,05)
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