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l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estilo de vida que llevamos en la actualidad, junto con el gran incremento de la poblacién y la
satisfaccién de sus necesidades, demanda el uso de grandes volumenes de materiales que son
usados como sustratos para la creacion y sintesis de productos por parte de las industrias. Por esta
razon, se generan abundantes residuos con la capacidad de producir diversos impactos al medio
ambiente. Segun datos del informe “Perspectiva Mundial de la Gestidon de Residuos 2024”, se
generaron a nivel mundial 2,100 millones de toneladas de residuos sélidos urbanos durante el 2023;
sin embargo, se estima que en el 2050 se genere la cantidad de 3,800 millones de toneladas.
(Programa de las Naciones Unidas Para el Medio Ambiente [UNEP], 2024). Por otro lado, segun el
Quinto Informe de Labores de la SEMARNAT 2022-2023, en México se generan al afio
aproximadamente 38,880,945 toneladas de residuos sélidos urbanos.

Aunado a esto, existe una mala disposicion de los residuos al término de su vida util, lo que provoca
un incremento en la contaminacion del medio ambiente. Por ejemplo, se presenta una
contaminacién del aire debido a la generacidn de gases o biogases por el proceso de descomposicion
de desechos organicos, como lo son metano (CH,) y bidxido de carbono (CO,), considerados gases
de efecto invernadero, ademas de sustancias agotadoras de ozono como clorofluorocarbonos y
hidroclorofluorocarbonos, por mencionar a los mas importantes.

Por otro lado, se presenta una contaminacién en el suelo, cuerpos de agua y acuiferos subterraneos
debido a los lixiviados de los desechos y a los escurrimientos que se pueden dar por las lluvias.
Ademas de las consecuencias ambientales, puede haber una transmision de enfermedades de
manera directa por el contacto con estos residuos, o de manera indirecta a través de moscas,
cucarachas, ratas, etc. (Fernandez, 2005).

Una adecuada disposicidon de los residuos hace posible que muchos de ellos puedan reciclarse,
reutilizarse y reducir su consumo, disminuyendo asi los impactos ambientales y costos en las
empresas. Dentro de los materiales y productos mas utilizados y desechados se encuentran los
polimeros naturales como la celulosa y sintéticos en el caso de los plasticos.

Con la creciente demanda alimentaria, los residuos agroindustriales se han convertido en una
problematica para su desecho; estos residuos se derivan de diferentes cultivos, los cuales no son
destinados al consumo y son fuentes potenciales de polimeros como almidén y celulosa. En México,
se estimd en 2020 una disponibilidad de fibras naturales de 77 millones de toneladas provenientes
de residuos agroindustriales, donde el 50% corresponde a maiz, trigo, sorgo y cafia de azucar. La
disposicion final de estos residuos tiene altos costos, por lo que no solo genera pérdidas econdmicas
para las compafiias y productores agricolas, sino también dafios al ambiente cuando se dispone de
estos residuos junto con los desperdicios de basureros o rellenos sanitarios (Consejo de Ciencia y
Tecnologia (2020). Didlogos del Consejo de Ciencia y Tecnologia del Estado del Tabasco [CCYTET],
2020).

Para el caso especifico de la celulosa, la podemos encontrar principalmente dentro de la produccion
de telas o papel. Segln datos presentados en la Cdmara Nacional de la Industria Editorial Mexicana,
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en el 2021 se registrd una produccién aproximada de 415 millones de toneladas de papel en todo
el mundo. Por su parte, en México se registré una produccién de 5.8 millones de toneladas en el
ano 2020 (Camara Nacional de la Industria Editorial Mexicana [CANIEM], 2022).

La contaminacion por parte del almiddn se presenta principalmente en la industria alimenticia, en
donde bajo ciertas circunstancias se considera residuo. Por ejemplo, industrias que producen papas
fritas, han presentado aguas residuales con exceso de materia prima y almidén proveniente del
proceso de lavado de las papas (Prada, 2012).

Ademas de la presencia de estos polimeros naturales, en la vida cotidiana hay un gran consumo de
otras sustancias como los lipidos presentes, por ejemplo, en el aceite de cocina. En México, segln
datos de la Procuraduria Federal del Consumidor, una persona consume aproximadamente 10 | de
aceite al afio. (Ceballos, 2021). En muchas ocasiones, de forma errénea, se acostumbra verter el
aceite de cocina usado en el drenaje de los hogares, sin embargo, el aceite es capaz de formar una
capa en la superficie de los cuerpos de agua que evita el paso de oxigeno, provocando asi su
eutrofizacién. (Moya, M. & Moya, J., 2018).

Asi mismo, la produccién y demanda de polimeros sintéticos también ha ido en aumento. Desde
mediados del siglo veinte, los plasticos han sido una parte integral de la vida moderna; sin embargo,
los residuos plasticos se han convertido en una de las principales problematicas actuales. Dentro de
la gran diversidad de plasticos se encuentran el poliestireno, polietileno y polipropileno. Los
polimeros de este tipo no se deterioran facilmente, ni se descomponen u oxidan naturalmente en
un periodo de tiempo corto debido a su alta resistencia mecanica y composicidn quimica de cadenas
de mondmeros de carbono en presencia de aditivos que le dan rigidez (Ccallo, Sacaca, Callata, Vigo
& Calla, 2020). Se estima que la degradacién natural de los polimeros mencionados va de 100 a 600
afios (Alania & Pérez, 2017).

Segun el Informe “Plasticos — Situacién en 2022”, elaborado por Plastics europe, la produccion de
plasticos a nivel mundial en 2021 fue de 390.7 millones de toneladas. Dentro de estas cifras, los
pldsticos que mas se producen son los de origen fésil con aproximadamente 352.3 millones de
toneladas, seguidos por los plasticos reciclados con 32.5 millones de toneladas y los plasticos de
origen bioldgico con apenas 5.9 millones de toneladas. (PLASTICS EUROPE, 2022). Por otro lado,
segln datos de la Asociacion Nacional de Industrias del Plastico, A.C. (ANIPAC), se registré un
consumo de 5.9 millones de toneladas y una produccién de 3.8 millones de toneladas de plastico en
México durante el 2022. (Ortega, M., 2022).

Tomando en cuenta la informacidn anterior, es evidente que los polimeros naturales y los lipidos
son materiales muy usados en la actualidad y por consecuencia, generan una gran cantidad de
desechos que son capaces de provocar un alto nivel de contaminacidon en nuestros ecosistemas.
Debido a esto, se requiere de alternativas econdmicas y ambientales viables, que permitan dar un
correcto tratamiento a estos residuos o reutilizarlos con el fin de reducir el impacto ambiental al
momento de ser desechados, la degradacién microbiana es la opcidn que mas viable y eficaz para
el tratamiento y reutilizacién de los mismos.


https://www.pt-mexico.com/proveedores/anipac-asociacion-nacional-de-industrias-del-plastico-ac
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Il JUSTIFICACION

Los polimeros se han convertido en un material muy utilizado en diversos procesos industriales
debido a sus propiedades fisicoquimicas, las cuales le confieren las caracteristicas adecuadas para
multiples aplicaciones, tanto en lo industrial como en lo comercial.

Usualmente, la disposicién final de los polimeros suele reducirse a vertederos, rellenos sanitarios o
incineracion que, como se ha mencionado anteriormente, son una fuente de contaminacién a la
atmoésfera, suelo y cuerpos de agua. Por lo tanto, resulta conveniente recurrir a otros métodos que
reduzcan la contaminacién y los efectos negativos de los desechos al medio ambiente. La
degradacion microbiana de polimeros es menos agresiva para el ambiente y se logra debido a la
capacidad metabdlica presente en los diferentes microorganismos que pueden degradar,
transformar, sintetizar y acumular de forma natural polimeros naturales como almidén, celulosa,
hemicelulosa, pectina, lignina, ademds de farmacos y metales, entre otros (Butrén, 2020).

Se ha demostrado que la biorremediacidn, mientras sea adaptada correctamente, resulta ser
efectiva en la reduccidn de costos y beneficios ambientales, en comparacién con los métodos de
tratamiento quimicos o fisicos. Una de las ventajas de la biorremediacidon sobre las opciones
convencionales, es que presenta un menor impacto en el espacio contaminado, esto porque la
mayoria de veces no genera residuos que sean igual o mas peligrosos que el contaminante original;
al contrario, se generan moléculas simples como diéxido de carbono y agua. Por otro lado, esta se
puede aplicar directamente en el sitio contaminado, y asi, se eliminan los gastos y riesgos que
implica el transporte del contaminante hasta el lugar de tratamiento. Asi mismo, se pueden usar
diversas tecnologias de biorremediacidon en cadena para poder tratar contaminantes complejos y
obtener mejores resultados. Ademas de lo antes mencionado, para brindarle las condiciones y
nutrientes necesarios para los microorganismos, se pueden utilizar materiales residuales como
arroz, cascaras, cafia, maiz, madera, etc. (Garzén, Rodriguez & Hernandez, 2017).

La biodegradacién ocurre gracias al metabolismo de los microorganismos, el cual secreta enzimas
gue son afines a ciertos enlaces quimicos presentes en las moléculas de las sustancias a degradar,
dando como resultado un rompimiento de estos enlaces. Dentro de los tipos de enzimas de utilidad
estan las hidrolasas, las cuales se distinguen por romper moléculas mediante la ayuda del agua. Las
hidrolasas son capaces de romper enlaces tipo éteres (-C-O-C-), ésteres (-CO-O-) y peptidico o amida
(-CO-NH-). (De Lera, 2011). Como resultado, los microorganismos con capacidad hidrolitica, son
capaces de degradar moléculas que contengan este tipo de enlaces, existen investigaciones con
resultados exitosos en la degradacion de celulosa, pectina, almiddny lipidos que sirven como indicio
de la posibilidad y viabilidad que tiene el uso de microorganismos en la degradacién de estas
sustancias.

Por ejemplo, la celulosa es un polimero que puede encontrarse como componente estructural de
las paredes vegetales. Se llevd a cabo un estudié en la Universidad del Quindio, en Armenia,
Colombia, sobre la degradacién de celulosa presente en desechos organicos domésticos utilizando
Aspergillus niger, obteniendo como resultado un porcentaje de degradacion de celulosa del 21.14%;
ademas, debido a que su degradacion produce azucares reductores, también se determinaron los
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azucares reductores generados, obteniendo una produccién maxima de 42,787 ppm. (Garcia,
Sanchez, Padilla & Giraldo, 2012), como esta, existen en la bibliografia otras referencias que reflejan
la viabilidad de la aplicacién de microorganismos en la degradacién de la celulosa y de productos
que la contengan, como el caso del papel.

También se ha observado la biodegradacidn aerobia de peliculas de un biopolimero de almiddn de
maiz termopldstico debida a la actividad de un microorganismos marino, simulando asi, la
problematica de presencia de plasticos y otros polimeros en las costas marinas, la prueba consistio
en colocar trozos de la pelicula en una solucion que simulara el medio marino para los
microorganismos, como consecuencia de la descomposicién de los microorganismos generé CO;
gue fue capturado por una trampa alcalina de KOH. Después, se prosiguid con la titulacién de la
trampa alcalina para calcular la cantidad de CO;, generado por la biodegradacion de las peliculas,
obteniendo asi un resultado del 74% de degradacion a los 30 dias de inicio de la prueba (Gonzélez,
2022).

Con respecto a la problematica del desecho de aceite en el agua, se han realizado pruebas que
confirman la capacidad de degradar aceite de cocina usado microorganismos con capacidad
lipolitica, obteniendo resultados de hasta el 95.5% de degradacion de residuos (Moya & Moya 2018).

Los casos anteriores son solo algunos de los muchos resultados positivos del uso de
microorganismos para la descomposicidn de sustancias de residuos desechados al medio ambiente.
El aislamiento de diferentes cepas microbianas obtenidas de residuos vegetales para aplicarse en
diferentes polimeros naturales, evaluando su capacidad degradadora, da apertura a multiples
beneficios al medio ambiente, a la industria y a la sociedad, asi como a nuevas tecnologias de
remediacidn, pero también de aprovechamiento de los mismos, dando como resultado la reduccidn
del volumen de residuos, disminucién de la contaminacién visual o tratamientos en su disposicién
final e incluso su reutilizacién para otros procesos, sin demandas altas de energia o combustibles lo
gue minimiza también el efecto ambiental.

El presente estudio busca aislar y purificar microorganismos con la capacidad de degradar diferentes
tipos de polimeros naturales y lipidos, para mejorar su reutilizacién, disposicidn y el cuidado del
medio ambiente.
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Il OBJETIVO GENERAL

Aislar cepas microbianas (bacterias y/o levaduras) a partir de una muestra vegetal en
descomposicion con capacidad degradadora para polimeros naturales (celulosa, pectina, almidény
lipidos), que puedan aplicarse en procesos de biorremediacion o reutilizacién de residuos.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar en material vegetal en descomposicién la actividad microbiana deseada.
Aislar de la diversidad microbiana presente en la muestra, cepas con capacidad hidrolitica
aplicables para biorremediacidn o reutilizacién de residuos, basandose en su capacidad de
crecimiento en diversos sustratos.

3. Evaluar la capacidad de las cepas para degradar diversos polimeros naturales.

11



INTERNAL

V. HIPOTESIS

De acuerdo a lo planteado en el presente proyecto de investigacion, se plantea la siguiente hipdtesis
o pregunta de investigacion:

¢Los microorganismos responsables del deterioro en vegetales, podran ser capaces de degradar
diferentes polimeros naturales para su aplicacion en procesos de biorremediaciéon y
aprovechamiento de residuos?
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VI.

MARCO TEORICO
VI.I CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS Y LAS LEVADURAS

Joklik, Willett, Amos & Wilfert (1998) definen a las bacterias como microorganismos procariotas

(unicelulares) que se dividen en dos: las eubacterias (bacterias verdaderas) y arqueobacterias

(bacterias primitivas). Se reproducen por fisidn binaria. La mayoria de las bacterias presentan una

forma de bacilo, con un ancho que no supera 1 um y una longitud de hasta 5 um. Algunas especies

de Pseudomonas tienen un didmetro que varia entre 0,4 y 0,7 um, mientras que su longitud oscila

entre 2 y 3 um. Por otro lado, los micrococos poseen un diametro de aproximadamente 0,5 um.

Existen pocas bacterias de gran tamafio, como Chromatium okenii, Thiospirillum jenense vy

Achromatium, las cuales crecen a un ritmo mas lento (Schlegel, 1997).

Las especies bacterianas, de acuerdo con Joklik, Willett, Amos & Wilfert (1998), se definen bajo los

siguientes criterios:

1.

Rasgos estructurales de forma, tamafio, tipo de movimiento, estadio en reposo, reaccién
frente a la coloracién de Gram y desarrollo macroscdpico.

Rasgos bioquimicos y nutricionales, productos finales y otra informacion bioquimica sobre
componentes y metabolitos celulares.

Caracteristicas fisiolégicas relacionadas con el oxigeno, la temperatura, el pH y la respuesta
ante los agentes microbianos.

Rasgos ecoldgicos

Composicion de bases del ADN, homologia y rasgos genéticos.

El fendmeno de division bacteriana se da mediante un proceso asexual denominado fisién binaria

(Figura 1) o escisiparidad. Este proceso finaliza con la formacién de dos células hijas y se lleva a cabo

en cuatro pasos de acuerdo con Liébana (2002).

1.

Replicacion del ADN: se copia el material genético y se segregan las copias en los extremos
opuestos de la célula.

Divisidn de la pared celular e invaginacion de la membrana citoplasmatica: Crecimiento de
la pared celular y formacién de un tabique divisor de las células hijas mediante diferentes
tipos de proteinas.

Separacion del ADN.

Separacion de las células.
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] 1. Célula an reposo

2. Replicacién del ADN
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4. Separacién del ADMN

5. Separacién de las células

Figura 1. Representacion esquemadtica del ciclo celular (fision binaria).
Tomado de Microbiologia oral (p.75), por J.L. Urefia, 2002, McGraw-Hill Interamericana.

Crecimiento bacteriano

Stuart (2003) indica que gran parte de las bacterias se reproducen por fision binaria, el cual es un
proceso asexual; aunque pueden siguen un proceso de intercambio de informacion genética
mediante la conjugacién. El crecimiento bacteriano es autolimitante, es decirse desarrolla de forma
logaritmica durante 3 a 5 h, agotando sus nutrientes y acumulando los productos tdxicos del
metabolismo; se observa en la Figura 2 la curva de crecimiento bacteriano.
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Curva de crecimiento bacteriano

Fase
estacionaria

Muerte
celular
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exponencial

Fase de
adaptacion
(Lag)

Log nimero de células viables ——

TIEMPO  —
Figura 2. Curva de crecimiento bacteriano.

Adaptado de Curva de crecimiento bacteriano [Imagen], por Gonn, 2013, Wikipedia
(https://es.m.wikipedia.org/wiki/Archivo:Curva de crecimiento svg.svg).

Fases de crecimiento

Stuart (2003) indica que las bacterias presentan cuatro fases de crecimiento: fase de retraso o
adaptacion, fase logaritmica o exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.

e Fase de retaso o adaptacidén: las bacterias se ajustan a nuevas condiciones como lo son el
cambio de temperatura, la disponibilidad y tipo de nutrientes, el nivel de metales, la
concentracién de productos de desechos. Bajo estas nuevas condiciones las bacterias
tendrdn una represion o expresién de genes; ademds, en esta fase las bacterias no se
multiplican, pero la producciéon de enzimas requeridas para el crecimiento en estas
condiciones solo se hara esperar segundos o minutos.

e Fase logaritmica o exponencial: se presenta la multiplicacion de las bacterias y se
incrementa logaritmicamente. En esta fase se puede determinar la tasa de crecimiento
bacteriano propio de cada bacteria, que a su vez varia segun el estado nutricional del medio
y latemperatura. Dependiendo de las condiciones de crecimiento de las bacterias, se llegan
a dividir cada 10 a 11 min en condiciones éptimas o, en casos con condiciones mas estrictas,
hasta 20 h.

e Fase estacionaria: en esta fase se presenta el agotamiento de nutrientes y llega la
acumulacidn de productos téxicos del metabolismo. Asi la tasa de crecimiento como la tasa
de muerte bacteriana se prolongan.

e Fase de muerte: ante la falta de nutrientes fundamentales y la acumulacién de productos
téxicos del metabolismo, las bacterias que se encuentran en suspensidn mueren
rapidamente.

LEVADURAS

Las levaduras son un grupo de hongos unicelulares de tipo eucariota. Liébana (2002) indica que las
levaduras presentan dimensiones de 3-10 um de diametro y 5-30 um de largo; las hifas pueden estar

15

INTERNAL


https://es.m.wikipedia.org/wiki/Archivo:Curva_de_crecimiento_svg.svg

o no presentes. Ademas, se reproducen asexualmente por fisién binaria o gemacién (Mendoza,
2005) y sexualmente por (ascosporas); algunas células poseen reproduccion sexual por conjugacién
(Curia, D’alessandro & Briand, 2010). La fase del crecimiento de las levaduras consta de las mismas
que el crecimiento bacteriano; las diferencias radican en los tiempos de duplicacién y adaptabilidad
metabdlica de cada microorganismo.

Reproduccidn de las levaduras

Las levaduras presentan dos tipos de reproduccién asexual, asi lo indica Liébana (2002): fisidn
binaria y gemacion. La fision en las levaduras ocurre de la misma manera que en las bacterias. La
gemacion se describe por la presencia de una yema (protuberancia) en un punto de la superficie de
la célula madre. Cuando crece la célula hija, el nucleo de la célula madre se divide y uno de los
nucleos, junto con los orgdnulos citoplasmaticos correspondientes, se desplaza hacia la nueva
célula, separandose de la célula madre.

Célula A
Iev%lurifjnj: 0 Yema O
000 6 6 O
00 ° O
= 0| 8|0

Colonia
levaduriforme

Figura 3. Formacion de una colonia por hongo levaduriforme. En el recuadro se muestran los tipos de division. A:
gemacion, B: fision, C: seudomicelio.

Tomado de Microbiologia oral (p. 226), por J.L. Urefia, 2002, McGraw-Hill Interamericana.

DIFERENCIAS ESTRUCTURALES ENTRE LAS BACTERIAS Y LEVADURAS

Las bacterias y levaduras se distinguen principalmente por el tipo de célula que las compone; la
levadura son células eucariotas y las bacterias son células procariotas, dando lugar asi a diferencias
estructurales propias de su célula (Tabla 1).

Tabla 1. Diferencias estructurales entre la célula eucariota y la procariota (Liébana, 2002).

Caracteristicas Eucariotas Procariotas
Tamafio (dimensional lineal) 10-100 um 1-10 um
ADN Lineal en nucleo, formando un | Circular en nucleoide y otros
complejo con proteinas elementos, sin formar
basicas. Organizado en complejos con proteinas
basicas. No organizado en
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cromosomas. Presencia de
membrana nuclear

cromosomas. Ausencia de
membrana

Organelos

Mitocondrias, aparato de
Golgi, reticulo endoplasmico,
cloroplastos, etc.

Escaso o ninguno

Mureina (peptidoglicano)

Ausente

Normalmente presente

Ribosoma

80S

70S

Reproduccion

Sexual y asexual.
Meiosis y mitosis

Asexual. Fision binaria

Metabolismo

Aerobios, anaerobios
facultativos

Aerobios, microaerofilos,
anaerobios facultativos,
anaerobios estrictos, etc.

A su vez, existen diferencias estructurales entre las células eucariotas de los hongos, bacterias,

plantas y animales (Tabla 2).

Tabla 2. Diferencias estructurales entre las células de los hongos, bacterias, plantas y animales (Liébana, 2002).

Estructura Hongos Bacterias Plantas Animales
Nucleo Si No Si Si
Cromosomas Varios Uno Varios Varios
Membrana nuclear Si No Si Si
Reticulo endoplasmatico | Si No Si Si
Mitocrondrias Si No Si Si
Cloroplastos No No Si No
Clorofila No Algunas Si No
Ribosomas 80S 708 80S 70S
Esteroles en la membrana | Esgosterol* No Si Colesterol
citoplasmatica
Pared celular Quitina Mureina Celulosa No
Mananos
Glucanos
Cépsula Algunos No No

*A excepcidn de Pneumocystis carinii

La identificacidon de las bacterias y microorganismos se guia bajo el siguiente esquema (Joklik et al.,

1998).

1. Aislamiento de microorganismos en cultivos puros (axénicos): la muestra se siembra por

estria cruzada en un medio sélido con agar, con el fin de aislar en células individuales la

poblacién bacteriana. En ocasiones se suele usar medios selectivos para favorecer a
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microorganismos con ciertas caracteristicas, como lo es un pH, fuerza idnica o una
composicion quimica especificos, presencia de inhibidores o que carezcan de nutrientes
para todos los microorganismos excepto el que se requiere estudiar.

Morfologia de la colonia bacteriana: las bacterias y demdas microorganismos forman
colonias, es decir, se multiplican y forman masas de desarrollo macroscépico visibles.
Usualmente, al ser inoculadas en el medio correspondiente con 2% de agar, se les incuba
de 12 a 48 h en condiciones adecuadas. Cuando se presenta dos o mas células juntas, es
decir, una bacteria o un pequefio grupo de bacterias que se replicaron multiples veces para
formar una sola colonia visible, se le denomina Unidad Formadora de Colonia (UFC). Las UFC
ayudan a la identificacion de los microorganismos, puesto que existe variedad de tamafios,
formas, texturas, colores, olor y grado de adherencia al medio; a este conjunto de
caracteristicas se le denomina morfologia de la colonia bacteriana. A continuacién, se
presentan las caracteristicas usadas para la identificacién de la morfologia colonial del
presente estudio (Tabla 3).

Tabla 3. Morfologia colonial (Luna, 2016)

Morfologia colonial

Forma (colonia) Puntiforme
Circular
Irregular

Entero
Borde Ondulado
Filamentoso

Brillo (luz reflejada) Brillante

Mate (sin brillo)
Luz transmitida Opaca
Traslucida

Transparente

Superficie (textura) Lisa
Rugosa

Elevacion Plana
Elevada
Convexa
Pulvinada
Umbicada

Consistencia Dura
Suave
Mucoide

Aspecto Hdmedo
Seco
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3. Morfologia microscépica: EI microscopio dptico nos proporciona informacién sobre la
identificacion de las formas bacterianas (cocos, bacilos, formas espiraladas, etc.) u otros
microorganismos. Para esta prueba se requiere de microscopio 6ptico, uso del objetivo de
inmersién y sin uso de cubreobjetos de la muestra preparada con tincién de Gram. La
tincidn de Gram sirve como herramienta de monitoreo para observar la homogeneidad en
la coloracién y forma de las bacterias o microorganismos estudiados. En ocasiones se usan
otro tipo de tinciones que se usan para la deteccién de flagelos, esporas o cuerpos de
inclusién intracelulares, como la coloracion de acido-resistencia de ser necesario.

Tincidon de Gram

La tincion de Gram es una técnica tintorial que se basa en la diferenciacién de la pared
celular. Esta técnica se debe realizar con cultivos frescos del microorganismo, con
crecimiento exponencial (24 a 48 h), para que la pared celular se encuentre intacta. Las
bacterias presentes en cultivos mas antiguos presentan la posibilidad de tener una ruptura
en la pared celular; asi las bacterias Gram positivas llegan a tefiirse como Gram negativas o
Gram variables (Bado, 2022).

El primer colorante aplicado es violeta genciana (cristal violeta o violeta de metilo), que tifie
de color violeta las células porque entra al citoplasma. Al aplicar el yodo, se forman
complejos insolubles que se adhieren a la pared celular y se retienen en microorganismos
con una pared celular compuesta por una capa gruesa de peptidoglucanos. La aplicacion de
alcohol-acetona deshidrata el peptidoglucano de las células Gram positivas, reteniendo aun
mas el complejo violeta de genciana-yodo; en las células Gram negativas, el alcohol-acetona
disuelve la membrana externa de la célula (capa fosfolipidica externa) y crea orificios en la
capa de peptidoglucano, por la cual se liberan los cristales o complejos del violeta genciana
—yodo quedando incoloras las células. Asi, al agregar la safranina, las células Gram negativas
adquieren el color rosado de la misma; en las células Gram positivas también es absorbida,
pero al ser el colorante violeta mas intenso, es el que se observa al microscopio (Tortura,
Funke & Case, 2007).

4. Caracteristicas bioquimicas: permiten identificar a los microorganismos mediante sus
caracteristicas metabdlicas. Diversos microrganismos presentan patrones en la utilizacion
de sustratos, formacién de productos metabdlicos y fermentacion de azlucares; de esta
manera, las pruebas bioquimicas permiten la diferenciacion entre grupos de
microorganismos (Joklik et al., 1998).

Los microorganismos requieren de dos elementos para su nutricion y adecuado crecimiento:
nutrientes o compuestos quimicos necesarios y condiciones ambientales adecuadas.

Entre los requerimientos nutricionales se requiere de macroelementos: carbono, oxigeno,
hidrégeno, nitrégeno, azufre, fésforo, potasio, sodio, calcio, magnesio, hierro (C, H, O, N, S, P, K, Na,
C, Mg, Fe), los cuales se encuentran en los microorganismos, y microelementos (oligoelementos):
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manganeso, zinc, cobre, niquel, vanadio, boro, cloro, selenio, silicio, wolframio, etc., que solo
requieren ciertos microorganismos. Entre algunos de los microelementos estdn presentes y son
requeridos para la composicién de enzimas. Los microorganismos obtienen el carbono celular de
nutrientes organicos que se utilizan como fuente de carbono y energia; una parte es asimilada en
forma de sustancias celulares y la otra se oxida para la obtencién de energia. Algunos
microorganismos también requieren suplementos que son sustancias pertenecientes a los
componentes bdsicos de las células y no pueden ser sintetizados a partir de otros elementos o
componentes mas sencillos. (Schlegel, 1997)

Schlegel (1997) explica la capacidad que tienen los microorganismos de almacenar sustancias
intracelulares bajo condiciones ambientales determinadas. Este almacenamiento de sustancias
intracelulares se le denomina materiales de reserva y consta de polisacdridos, grasas, polifosfatos y
azufre. Este almacenamiento ocurre cuando en el medio de cultivo hay un crecimiento limitado o
interrumpido por falta de nutrientes o la presencia de inhibidores. Las sustancias intracelulares de
almacenamiento se encuentran en la célula de forma osméticamente inerte, son insolubles en agua
y cuando el microorganismo se encuentra en un ambiente favorable al crecimiento, las sustancias
vuelven a ser metabdlicamente activos. Los polisacdridos de reserva, las grasas neutras y el acido
polihidroxibutirico pueden actuar como fuentes de carbono y energia, lo que permite extender la
vida de la célula cuando no hay una fuente externa de energia. Ademads, pueden favorecer la
formacién de esporas durante el proceso de esporulacidn, incluso en ausencia de sustratos
externos. Los polifosfatos pueden considerarse como reservas de fosfato y azufre, almacenados
como posibles donadores de hidrégenos.

Las células en cualquier estado, ya sea de crecimiento o reposo, necesitan de energia para
mantenerse viva y para sintetizar los componentes celulares a partir de sustancias nutritivas
sencillas; esta energia la obtienen mediante el metabolismo (Schlegel, 1997). El metabolismo de
acuerdo con Tortura, Funke & Case (2007) es un conjunto de reacciones quimicas que producen en
un organismo vivo y se puede dividir entre dos tipos de reacciones: las que liberan energia y las que
consumen energia, conocidas como catabolismo y anabolismo. Asi mismo indican que el
catabolismo son reacciones que liberan energia en su proceso, en el cual se da la degradacién de
compuestos organicos complejos a mas simples. Las reacciones catabdlicas por lo general son
reacciones hidroliticas (reacciones que hacen uso de agua y rompen enlaces quimicos) y exergdnicas
(indica que su capacidad de liberar energia es mayor que la que consumen). El anabolismo lleva a
cabo la formacidn de moléculas organicas complejas a partir de unas mas simples, denominandolas
reacciones anabdlicas o biosintéticas. Las reacciones sintéticas de deshidratacion (liberan agua) y
las enddgenas (su consumo de energia es mayor que el de produccion) estan relacionadas con
procesos catabdlicos. La formacion de proteina a partir de aminodcidos y de polisacaridos a partir
de azucares simples son algunos ejemplos.

20



INTERNAL

Las enzimas son proteinas, esencialmente polimeros conformados por aminodcidos que son capaces
de catalizar reacciones quimicas en las células vivas. La estructura tridimensional de las enzimas
forma espacios llamados “sitio activo”, los cuales son afines a ciertos sustratos.

Esta afinidad sucede gracias a que la forma de la estructura tridimensional del sitio activo debe
coincidir y acoplarse con la estructura de los sustratos. Ademas de la estructura tridimensional, la
enzima y el sustrato deben tener un acomodo de cargas electrénicas que les permita realizar una
atraccion entre ellos y no una repulsidn. Por este motivo, se menciona que las enzimas tienen una
alta especificidad, ya que solamente pueden reaccionar con un sustrato o grupo de sustratos en
especifico, que tengan lo necesario para acoplarse tanto a su estructura tridimensional como a sus
cargas electrénicas. La especificidad de las enzimas juega un papel importante a la hora de catalizar
reacciones en las que se encuentren diversas sustancias, debido a que solo catalizara la reaccidn de
los sustratos de interés. Cabe mencionar que la enzima tiene la capacidad de adaptar un poco su
forma para poder acoplarse de mejor forma a los sustratos. Sin embargo, una vez que los sustratos
hayan formado los nuevos productos dentro del sitio activo, la enzima regresara a su forma original,
permitiendo que esté lista para poder unirse a otros sustratos para catalizarla reaccidn quimica
(Ramirez & Ayala, 2014).

De Lera (2011) indica que, de acuerdo a la funcién, las enzimas se clasifican de la siguiente manera:

e Oxidorreductasas: Se encargan de la transferencia de electrones, es decir, catalizan
reacciones de oxidacién — reduccidn.

e Transferasas: Realizan la transferencia de grupos (amino, carboxilo, carbonilo, fosforilo,
etc.) de una molécula a otra.

e Hidrolasas: Tienen la capacidad de romper enlaces mediante la participacién del agua.

e Liasas: Rompen enlaces de manera diferente a la hidrélisis u oxidacion. Adicionan grupos
de doble enlace, producto de la eliminacién de otros grupos

e Isomerasas: Transfieren grupos dentro de una misma molécula, generando la conversion
de un isémero a otro.

e Ligasas: Son capaces de formar enlaces C-C, C-S, C-O y C-N mediante la hidrdlisis del ATP.

Estas enzimas tienen la capacidad de romper enlaces, principalmente los tipos C-O, C-N, C-C y en
ocasiones C-P. De esta forma, las enzimas hidrolasas son capaces de romper enlaces tipo éster,
glucosidico y peptidico (Alcantara & Sanchez, 2010). La accidén de las hidrolasa requiere la presencia
de la molécula del agua, en donde el hidrégeno y el oxidrilo resultantes de la hidrdlisis, se unen
respectivamente a las dos moléculas formadas por la ruptura de los enlaces antes mencionados
(Caffini, 2009).

Los diferentes tipos de hidrolasas se van a clasificar y nombrar en funcidn del sustrato que son
capaces de hidrolizar, seguido de la terminacion “asa”. Dentro de esta clasificacién, algunas de las
mas importantes son las esterasas, proteasas, glucosidasas y lipasas, las cuales son capaces de
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actuar sobre enlaces éster, proteico, glucosidico y lipolitico, respectivamente (Shukla, Dipak &
Gaikwad, 2022).

Enzimas hidrolasas que tienen la capacidad de cortar enlaces éster, especificamente los que se
encuentran en acidos grasos de cadena corta con 10 carbonos o menos, mismos que son solubles
en agua. Se puede decir entonces que, las esterasas prefieren actuar sobre ésteres no lipidicos.

Tanto lipasas como esterasas son enzimas lipoliticas; sin embargo, a diferencia de las esterasas, las
lipasas actian mayormente sobre enlaces éster de triglicéridos con acidos grasos de cadena larga
con mas de 10 carbonos, los cuales son poco solubles.

El mecanismo de accion de esterasas y lipasas es el mismo; ambas enzimas actlan sobre el enlace

éster que hay entre acidos grasos vy el glicerol o cualquier otro residuo alcohdlico, ambas enzimas
pertenecen a la familia a/B hidrolasa (Ramos, 2016).

Tienen la capacidad de actuar sobre los enlaces de una proteina; en otras palabras, rompen el enlace
peptidico entre los aminoacidos de una proteina. El enlace peptidico se conforma por la unién del
grupo amino de un aminoacido con el grupo carboxilo de otro; es por ello que la enzima actua
rompiendo el enlace C-N, en donde el grupo hidroxilo del agua se ird con el carbono, mientras que
el protdén se unira al nitrégeno. En funcién de la ubicacidn del enlace peptidico que ataquen, las
proteasas se pueden dividir en endopeptidasas, exopeptidasas, aminopeptidasas vy
carboxipeptidasas (Alquicira, 2003).

Tortura, Funke & Case (2007) indican que la actividad enzimatica esta sujeta a diferentes factores
como lo son la temperatura, pH, concentracion del sustrato y la presencia o ausencia de inhibidores.

Temperatura: el comportamiento de la velocidad de reaccion aumenta linealmente con Ia
temperatura hasta llegar a su temperatura dptima. Una vez que esta temperatura siga en aumento,
la actividad enzimatica disminuird significativamente debido a que llevard a la enzima a la
desnaturalizacion, es decir, la pérdida de la estructura tridimensional. Las moléculas a temperaturas
bajas se desplazan mas lentamente que a temperaturas altas; asi a bajas temperaturas, no se podria
tener la energia suficiente para llevar a cabo la reaccion.

pH: Las enzimas requieren un pH ideal que genera parte de las condiciones dptimas para una
actividad enzimatica maxima; un aumento o disminucién del pH disminuira la actividad enzimatica
y asi la velocidad de reaccidn.

Concentracion de sustrato: ante la presencia elevada de sustrato, se encuentra una enzima
saturada, es decir, el sitio activo estd ocupado en cualquier momento, ya sea por sustrato o del
producto enzimatico. Si se agrega mas sustrato la velocidad de reaccion no se vera afectada; en
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cambio, si hay baja cantidad de sustrato no todas las enzimas estardn activas por lo cual un aumento
de sustrato alterara la velocidad de reaccion.

Inhibidores: Son una manera de controlar a las enzimas y se clasifican como inhibidores
competitivos o no competitivos. Los inhibidores competitivos tienen conformacion y composicion
guimica similar al sustrato; buscan colocarse en el sitio activo, pero no llevan a cabo ninguna
reaccion. Algunos de estos inhibidores son reversibles e irreversibles; los irreversibles evitan la
interaccion con el sustrato, mientras que los reversibles solo retrasan la interaccién con el sustrato.
Los inhibidores no competitivos no buscan ocupar el sitio activo, sino que interactian con otra
region de la enzima, modificando asi el sitio activo y bajando la actividad enzimatica. También son
reversibles e irreversibles; depende de si el sitio activo puede regresar a su configuracién original.
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VI.ll GENERALIDADES DE LA BIODEGRADACION

La biodegradacion es el tratamiento o restauracidon de suelo, agua, aire y diversos ecosistemas
mediante organismos vivos (bacterias, hongos, algas, etc.) que tienen la capacidad de degradar,
transformar o capturar diversos contaminantes a través de su sistema metabdlico. Estos organismos
son capaces de producir enzimas que sirven para descomponer ciertas sustancias, con el objetivo
de generar compuestos mas simples que sirvan como alimento para ellos.

La transformacion de los contaminantes puede ser parcial, en donde se obtiene un compuesto
menos tdxico o con una estabilidad mayor para su posterior retiro del ecosistema. Por otro lado, la
transformacién completa o mineralizacién consiste en la descomposicion total del contaminante
hasta la obtencién de diéxido de carbono y agua, en el caso de un proceso aerdbico, o agua y
metano, si es por un proceso anaerobio. Cabe mencionar que la biodegradacién sera efectiva solo
si el material a tratar es biodegradable (Barrios, 2011).

Un material biodegradable se define como aquel capaz de descomponerse en didéxido de carbono,
metano, agua, componentes inorganicos o biomasa, mediante la accidon enzimdtica de
microorganismos que puede ser medida por pruebas estandarizadas en un periodo especifico de
tiempo, en condiciones normalizadas (Fiaco, 2014).

Con relaciéon a tecnologias quimicas o fisicas, la biodegradacién suele ser mas barata; se puede llevar
de forma mas facil in situ, lo cual disminuye costos y riesgos de transporte; no genera residuos y
puede realizarse sin una gran intrusién en el sitio contaminado. (Garzén, Rodriguez & Hernandez,
2017).

De acuerdo con Flores (2009) el grado de degradacion se ve afectado por las condiciones
ambientales fisicas, quimicas y bioldgicas, las cuales tienen un efecto sobre los microorganismos, lo
cual se refleja sobre la actividad enzimatica.

Factores fisicos: Se refiere a la temperatura 6ptima a la cual ocurre el maximo crecimiento. La
mayoria de los microorganismos presentan una temperatura dptima entre 25°Cy 37°C, a los cuales
se les denomina meséfilos. Mantener unos niveles de temperatura resulta sustancial; se ha
demostrado que un aumento de temperatura acelera el grado de biodegradacidn, pero a su vez, un
aumento de temperatura fuera de un rango adecuado al microorganismo puede provocar
desnaturalizacion de las enzimas y algunas proteinas e incluso su muerte.

Factores quimicos: Los microorganismos poseen un pH éptimo donde hay mayor crecimiento. En
general, los hongos prosperan en entornos acidos, mientras que las bacterias prefieren condiciones
mas cercanas a la neutralidad. Variaciones significativas respecto al pH éptimo pueden llevar a la
desnaturalizacion de las proteinas. La sensibilidad a cambios en el pH varia entre diferentes
microorganismos.
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El oxigeno: Afecta directamente el metabolismo de los microorganismos. Es necesario que el
entorno tenga una adecuada oxigenacidn para que ocurra la biodegradacion aerébica. En ausencia
de oxigeno, los microorganismos perecen y la eficiencia de la biodegradacién se reduce. Por otro
lado, un exceso de oxigeno también resulta perjudicial, ya que genera un estrés oxidativo que
conduce a la muerte de los microorganismos. La necesidad de oxigeno dependera del manejo de
gases caracteristico del mismo como aerobio, anaerobio, anaerobio facultativo, microaerofilo, etc.

Humedad: Interviene en la correcta hidratacion de los microorganismos y en los niveles de oxigeno
disponible; si no hay suficiente presencia de humedad, los microorganismos se deshidratan y no
logran el crecimiento. Por otra parte, un exceso de humedad genera una disminucién de oxigeno,
provocando la muerte de microorganismos.

Factores bioldgicos: La poblacién microbiana constituye un factor importante debido a que son las
encargadas de producir diversidad de enzimas, las cuales son las encargadas de llevar a cabo la
biodegradacion.

Nutrientes: Debido a que el 50% de las células microbianas estdn constituidas por carbono, es
necesario proporcionar a los microorganismos una fuente de carbono, la cual puede ser una
sustancia, compuesto, polimero, a degradar (Iturbide, 2010). Es recomendable que la sustancia sea
la Unica fuente de carbono para que el microorganismo se vea obligado a degradarlo, y asi garantizar
un mayor nivel de biodegradacion.
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VI.IIl POLIMEROS NATURALES Y SU DEGRADACION

Un polimero es una molécula de gran tamafio y peso; se basa en la repeticidon de pequefias unidades
guimicas simples denominadas mondmeros. La repeticién puede ser lineal o ramificada, formando
reticulos tridimensionales. Las unidades quimicas que conforman a los polimeros constan
principalmente de atomos de carbono que pueden poseer grupos laterales o radicales con uno o
mas atomos. Ademads, estas unidades quimicas se unen entre si por enlaces covalentes para formar
esas largas cadenas repetitivas. Durante muchos afos, el ser humano ha procesado polimeros
naturales como la lana, seda y caucho para poder obtener diferentes productos. Asi mismo, se ha
aprendido a sintetizar polimeros a través de reacciones quimicas controladas en las que se unen
mondmeros repetidamente, a este proceso se le llama polimerizacién. (Brown, LeMay, Bursten &
Murphy, 2009).

Por ejemplo, la unidad repetitiva del poli (cloruro de vinilo) es —CH,CHCI-, su mondmero es el cloruro
de vinilo, CH,=CHCI. (Billmeyer, 2020). La extension o longitud de la cadena se determina con el
numero de unidades presentes, a lo que se denomina grado de polimerizacién (DP), debido a que
es el numero promedio de unidades monoméricas por molécula de polimero; por tanto, es
directamente proporcional al peso molecular promedio en nimero. Ademas, la longitud de las
moléculas poliméricas tiene influencia en las propiedades mecanicas de los polimeros (Corefio &
Méndez, 2010).

Segun el origen, existen los polimeros naturales (como la lana, madera, celulosa, etc.) y sintéticos o
también conocidos como plasticos, entre los cuales se encuentran los termoplasticos, termorrigidos,
gomas, fibras, adhesivos y pinturas (Meira & Gugliotta, 2019).

Dentro de sus estructuras quimicas, los polimeros sintéticos suelen tener entre uno y tres tipos
diferentes de unidades que se repiten, mientras que los polimeros naturales presentan estructuras
mas complejas. Por otra parte, las fuerzas que unen las cadenas en la estructura quimica de los
polimeros son de diferente naturaleza y dependerdn del tipo de atomos que las conforman. Cada
atomo que conforma la estructura quimica del polimero tiene una polaridad y volumen especifico
que definiran el tipo de fuerza con la que se uniran las cadenas, y a su vez, este tipo de fuerza sera
lo que determinara las propiedades del material, como su flexibilidad, temperatura de fusion y de
transicion vitrea, capacidad de cristalizacion, etc.

Siguiendo con lo antes mencionado, podemos decir que, mientras mayores sean las fuerzas de
cohesion entre las cadenas, mayor sera la rigidez del material, asi como sus temperaturas de fusidn
(en polimeros cristalinos) y de reblandecimiento (para polimeros no cristalinos). Asi mismo, la
presencia de grupos aromaticos en la cadena principal de los polimeros hara que sean mas rigidos.
Por ejemplo, en la molécula de polietileno, que es no polar, las cadenas se unen entre si mediante
fuerzas intermoleculares débiles, provocando que este material sea blando y con una temperatura
de fusiéon baja. Caso contrario al PVC, el cual tiene moléculas polares y con cadenas unidas mediante
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fuerzas intermoleculares fuertes tipo dipolo-dipolo que provocan que el material sea rigido y con
una temperatura de fusion alta (Beltran y Marcilla, 2012).

El almiddn se encuentra en raices, frutos, tubérculos (como la papa o yuca), semillas e incluso como
mecanismo de defensa ante situaciones de estrés presentes en el medio. En la naturaleza el almiddn
generalmente se encuentra en granulos, los que estructuralmente consisten de dos polisacaridos:
la amilopectina y la amilosa, ambos polimeros de glucosa; cuya proporcion es variable dependiendo
de la fuente del almidon (Meneses, Corrales, & Valencia, 2007), aunque normalmente la amilosa
representa entre el 15% y 30% del contenido de almiddn, mientras que la amilopectina entre el 75%
y 80% (Tupa, 2019). Los granulos se encuentran en un sistema semicristalino, con una cristalinidad
gue oscila entre el 15% y el 45%. Esta caracteristica se atribuye a las cadenas cortas lineales de la
amilopectina, las cuales forman dobles hélices organizadas en una estructura cristalina
tridimensional (Hernandez, Torruco, Chel & Betancur, 2008).

La amilosa (Figura 4) es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces a (1-4); esta
molécula no presenta solubilidad en agua y tiene capacidad de vincularse con moléculas adyacentes
mediante puentes de hidrégeno, lo que da lugar a una estructura helicoidal capaz de adquirir un
tono azul al formar un complejo con yodo.

CH,OH
O H
H ]
OH H
Qv
H OH H OH H OH

Figura 4. Estructura de la molécula de amilosa.

Nota: Adaptado de Amilosa [Imagen], 2011, TODOESQUIMICA (https://todoesquimica.blogia.com/2011/103005-
amilosa.php).

La amilopectina (Figura 5), por otro lado, constituye un polimero ramificado conformado en un 94-
96% por unidades de glucosa unidas mediante enlaces a (1-4), y en un 4-6% por uniones a (1-6). Las
ramificaciones presentes en la amilopectina se encuentran ubicadas aproximadamente cada 15-25
unidades de glucosa. En condiciones de agua caliente, la amilopectina exhibe solubilidad parcial y,
al reaccionar con yodo, genera un tono rojizo violeta. Los almidones pueden presentar un proceso
de “gelatinizacidon” en agua caliente (desorden molecular, perdiendo la estructura cristalina); si el
calentamiento persiste, estas moléculas se rompen, dando lugar a una solubilizacién parcial.
(Hernandez et al., 2008).
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-Enlace glicosidico «-1,6
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Figura 5. Estructura de la molécula amilopectina.

Tomado de “Sintesis y caracterizacién de un polimero biodegradable a partir del almidén de yuca” (p.60), por
M. Valencia, C.M. Corrales & J. Meneses ,2007, Revista EIA
(https://www.researchgate.net/publication/237024766 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE UN POLIMERO BIODEGRA
DABLE A PARTIR DEL ALMIDON DE YUCA). Licencia CC BY-NC-ND 4.0

Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades varian dependiendo de la fuente de donde se obtienen. La siguiente descripcidn de
propiedades se derivan de almidén proveniente de almidén de maiz oxidado.

Descripcion: Polvo blanco-amarillo claro, inodoro.

e Formula molecular: (C¢Hq100s)n

e Peso molecular: 162,1 g/mol

e pH:5,5-7,5(200g/l, 25 °C)

e Densidad: 0.5 g/mla 20°C

e Hidrosolubilidad: ~ 150 g/l a 90 °C

Hidrdlisis enzimatica

La hidrdlisis del almidén genera azucares (glucosas) que son sustrato de todos los microorganismos;
la hidrélisis enzimatica se da por accién de las enzimas endoamilasas que atacan (las mas comunes
son las alfa y beta amilasas), exoamilasas, enzimas desramificadoras y transferansas. Los productos
obtenidos dependen de la enzima ocupada y de la estructura granular del almidén, el tamafio y el
tipo de cristal, la relacién de amilosa/amilopectina y el peso molecular de dicha relaciéon. Ademas,
se consideran cuerpos proteicos, lipidicos y condiciones de especificidad de la enzima (Bustos,
Morales, Cuellar & Jaramillo, 2017). En la Tabla 4 se presentan algunos ejemplos de diferencias
estructurales de acuerdo con la fuente de almiddn. En el caso de las enzimas endomilasas, los
productos finales son oligosacaridos y dextrinas. Para las exoamilisas (glucoamilasas y a-
glucosidasa), el producto es glucosa y maltosa, etc. (Bustos, Morales, Cuellar & Jaramillo, 2017;
Schlegel, 1997). Reaccion de hidrélisis con amilasas

2(C5H1005)4 + nH,0 - nCy;H2,011

El almiddn se transforma en glucosa, maltosa y dextrina; estos productos sirven de sustratos para
los microorganismos (Reyna, Robles, Mendoza & Romero, 2004).
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Tabla 4. Diferencias estructurales por microscopia electrénica de barrido de granulos de almidones de diferentes fuentes:
maiz, cebada, mango y pldtano (Casarrubias, Méndez, Rodriguez, Sanchez & Bello, 2012).

Fuente de Tamanio Forma Morfologia
almidon

Figura A

Mai Pequefio: 5 um Esférica, oval con
aiz
Grande: 20 pm predominio poligonal

Pequeiio: 2-5 um Esféricos
Cebada )

Grande: 15-25 um Lenticulares

Esférica

Mango 5umal2 um

Domo y punta

Longitud: 40 a 45
Platano pm
Radio: 10a 12 um

Nota: El tamafio y forma de los granulos depende de la estructura de la amilopectina. Los granulos alargados tienen
amilopectina con pocas ramificaciones, pero largas, y los granulos pequefios y esféricos con mayor nimero de
ramificaciones y cadenas cortas. Las figuras A, B, C y D son adaptadas de “Diferencias estructurales y reoldgicas entre
almidones de frutas y cereales” (p. 459), por M.G. Casarrubias, G. Méndez, S.L Rodriguez, M.M, Sanchez & L.A. Bello, 2012,
Agrociencia, 46(5).

Aplicaciones de las enzimas
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Las a-amilasas son enzimas capaces de degradar almidodn; la eficacia de diferentes a-amilasas
depende principalmente de la hidrdlisis de la amilopectina que da como resultado la reduccién del
grado de polimerizacién y la licuefaccién del polimero. Presentan aplicaciones en el lavado de
suciedades amildceas alimentarias (pasta, sopas, chocolates, salsas, papas, etc.), debido a que el
almiddn en la mayoria de los alimentos presenta un grado de gelatinizacidon que favorece el ataque
enzimatico; presentan asi mismo aplicaciones en detergentes. Estas enzimas suelen ser de origen
bacteriano, produciendo fermentaciones a partir de cultivos de Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis y Bacillus amyloliquefaciens (Herrera, 2016). Ademas, se emplean para productos
panificadores, permitiendo reducir los tiempos de fermentacién, mejorando las propiedades
reoldgicas de la masa, mejora de volumen y modificacion de la textura; y para la produccién de jugos
y clarificacidn de cerveza (Silva, 2020). En la industria textil, actian como estabilizadores al modificar
el tamafo de la tela mediante la hidrélisis del almidéon acumulado en las capas durante el
tratamiento térmico en los lavados. En la industria energética, se utilizan para producir bioetanol,
facilitando la licuefaccidn del almidén y su posterior sacarificacién (Silva, 2020).

Molécula orgdnica abundante en la naturaleza y sintetizada por una gran variedad de organismos,
incluyendo plantas, algas, hongos, bacterias y animales. Quimicamente, la celulosa se conforma de
forma natural por el monémero D-glucosa, el cual se une entre si mediante enlaces Bp-1,4, es decir,
un enlace B en los 4tomos de carbono 1 y 4 de sus mondmeros (Figura 6), disposiciéon que la hace
altamente estable. Ademas, los enlaces de hidrégeno que unen a sus moléculas le confieren sus
propiedades como material estructural de la pared celular. Poseen una estructura semicristalina
que varia de acuerdo a la fuente de la cual se obtuvo o fue aislada, asi como diferentes morfologias
(Gafan, Zuluaga, Castro, Restrepo, Cock, Osorio & Molina, 2017).

CH,OH CH,OH CH,OH

| | |
H C—O —0 —0
A N AT AT

NN NGV RN,
=y " i L =
H OH H OH H OH

Figura 6. Estructura de la celulosa.

Adaptado de Celulosa [Imagen], por Carlota Benito, 2021, genially
(https://view.genially.com/60741d7fae9a310d13d4591b/interactive-content-celulosa).

Propiedades fisicoquimicas
Descripcidn: Polvo blanco

e  Formula molecular: (CeH100s)n
e Peso molecular: 162.1406 g/mol
e pH:5-7.5(100 g/I, H,0, 20 °C)
e Densidad: 1.5 g/ml (20 °C)
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Hidrdlisis enzimdtica

La hidrélisis enzimatica de la celulosa implica la accién secuencial de un conjunto de enzimas
denominadas celulasas (Gutiérrez, Moreno & Montoya, 2015) constituido por tres enzimas
(Schlegel, 1997):

1. Las endo-B-1,4-glucanasas atacan los enlaces B - 1,4 de la celulosa; a su vez, generan la
formacién de grandes fragmentos de cadenas con extremos libres.

2. Las exo- 3-1,4-glucanasas eliminan los extremos no reductores de la celobiosa.

3. Llas B-glucosidasas actuan hidrolizando la celobiosa con formacion de glucosa.

De acuerdo con Schlegel (1997) la regulacién de la sintesis de la celulasa se ve afectada por la
represidn por catabolito, es decir, mediante la introduccién de una fuente de carbono mas
favorable; también se ve afectada por la induccidon de la celobiosa, asi sintetizdndose enzimas
celulasas. Se indica que las concentraciones que funcionan como inductoras o represoras varian
segun el organismo. La celulosa influye sobre la sintesis de manera indirecta mediante la liberacién
de celobiosa.

Aplicaciones

Las enzimas degradadoras de celulosa presentan aplicaciones para la produccién de bioetanol a
partir de residuos agricolas con una carga alta de material lignoceluldsico. Se han presentado
resultados en la fermentacion alcohdlica de cdscara de mani con S. cerevisiae produciendo bioetanol
(Monrroy, Zambrano, Latorre & Rosero, 2021). En la industria alimentaria resulta de interés la
extraccién de aceites. El rendimiento de la extraccidn de aceites tiene un efecto positivo con
preparados celuloliticos, como lo es en la extraccidn de aceite de aguacate, sometiendo la pulpa del
aguacate a un proceso de extraccidn acuosa enzimatica producido por Aspergillus fumigatus. La
extraccién de colorantes por preparados enzimaticos con actividades mixtas, principalmente
celulosa, hemicelulasa y pectinasa. Las flores de caléndula con cualquiera de estos preparados
enzimaticos permitieron una mayor extraccién de la luteina comparado con el testigo, en el cual no
se usa enzima (Ovando & Wilszewki, 2005). En la industria textil se busca la aplicacidn para la
sustitucion de métodos mecanicos y quimicos en la preparacidn de materiales textiles para
eliminacion de impurezas, mejora de apariencia y facilidad en el procesamiento de las fibras para
teiiir, por ejemplo, la enzima “Seycozyme HCE” de la compaiia “The Seydel Companies, Inc.”
disefiada para la modificacién de superficie, suavizado y lavado (Souza, Scito & Ferreira, 2016).

La pectina (Figura 7) es un polisacérido acido complejo que naturalmente se encuentra en todos los
tejidos vegetales, la cual es extraida con agua caliente, acido diluido u oxalato de amonio y otros
agentes quelantes. Esto ha permitido clasificar las sustancias pécticas en pectina soluble en agua,
en agentes quelantes y en protopectina, que se solubiliza por calor en presencia de acido o alcali
(Villalpando et al., 2010). Contiene al menos 65% de unidades de acido galacturdnico (CsH1007) con
unidades enlazadas por enlaces a 1-4; este tipo de anillos son los que forman parte de su cadena
principal. Cada anillo de la cadena posee un grupo carboxilo (-COOH) que puede estar esterificado
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con metanol, produciendo asi ésteres metilicos (-COOCHs). Por otra parte, el acido galacturdnico
viene acompafiado de azlcares neutros como la D-galactosa, L-arabinosa y L-ramnosa (Cabarcas,
Guerra & Henao, 2012).

COOH COOCH3

OH OH
o] 0
\ OH OH OH OH /
(0] 0 0 0 (o] o 0
OH COQCH3 OH COCH

Figura 7. Estructura de la pectina

Adaptado de “Extraccion de pectina de residuos de cdscara de naranja por hidrdlisis dcida asistida por microondas
(HMO)” (p. 66) por Z. Franco & Y. Vanesa, 2015, Investigacion & Desarrollo, 1(15).

Propiedades fisicoquimicas

La pectina en condiciones controladas de pH, concentracidn, fuerza idnica y temperatura forma
soluciones viscoelasticas y redes estructuradas, ampliamente explotadas en la preparacion de
alimentos. Propiedades que contribuyen el control de la estabilidad y textura de alimentos en
condiciones de pH acido. Las propiedades son variadas dependiendo de la fuente y el uso que se le
otorgue (Lagar, Escalona & Pulgarin, 2014).

Hidrdlisis enzimdtica

Al compuesto hidrolizado por la pectinasa se le denomina sustancia péctica. Las enzimas
pectinmetilesterasa o pectinesterasas (rompe el enlace metilestérico) y la poligalacturonasa acttan
sobre la pectina. La pectiesterasa ataca los carboxilos esterificados con metanol, liberando los
grupos acidos y el metanol, mientras que la poligalacturonasa rompe las uniones de las unidades de
acido D-galacturdnicos residual y libera mondmeros de acido D-galacturdnico disminuyendo el peso
molecular y cambiando las propiedades del polimero (Cabarcas, Guerra & Henao, 2012).

Aplicaciones

En el procesamiento textil, las pectinasas junto con otras enzimas como amilasas, lipasas, celulasas
y hemicelulasas se aplican como agentes de apresto para el algoddn, sustituyendo productos
guimicos agresivos, logrando blancura y absorbencia efectiva del tejido textil. En el tratamiento de
extraccién de jugo de fruta, son usadas para reducir viscosidad y conseguir claridad; ademas,
contribuyen a reducir el consumo de energia en comparacién con los métodos tradicionales. Es
utilizada ampliamente en la extraccion de aceites como linazas, aceitunas, etc. Las pectinasas se
emplean en la fabricacién de papel para descomponer los polimeros de acido galacturdnico,
disminuyendo la necesidad de cationes en las soluciones de pectina y asi evitando el color
amarillento y con ello el uso de blanqueadores con cloro presente. Asi mismo, reduce los impactos
ambientales, debido a que al sustituir sustancias quimicas por enzimas se minimiza el riesgo de
contaminacion, el consumo de energia disminuye y a su vez se logra alterar la unidn de propiedades
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de tinta y fibra, eliminando la tinta en el lavado, haciéndolo factible para el reciclaje de papel. La
industria procesadora de alimentos vegetales libera aguas residuales, las cuales tienen sustancias
pécticas; asi, la aplicacion de un pretratamiento con enzimas pectinoliticas hard adecuado a los
subproductos para la descomposicion mediante lodos activados (Haile & Ayele, 2022).

Tween-80

Medina, Lépez, Pérez, & Ferlan (2008) definen a los polisorbatos como emulsificantes no idnicos que
se obtienen mediante copolimerizacién del sorbitan anhidro con 20 moles de éxido de etileno. Estos
compuestos estan esterificados con un acido graso que se unen a un grupo hidroxilo de la cadena
terminal de polioxietileno. La denominacidn de cada polisorbato varia segun el tipo de acido graso
presente su estructura molécular. Si se usa el acido estearico, es el tween 60 (Figura 8) y con el acido
oleico constituye el tween 80 (Figura 9).

Los 4acidos grasos presentes en los polisorbatos le confieren propiedades lipofilicas, permitiéndoles

OH n=a+b+c+d=20
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Figura 9. Tween-60 (polisorbato 60)

Adaptado de Polisorbato 60 [Imagen], S.F., HUANA
(https://es.huanachemical.com/uploads/image/20200915/Polysorbate 60.png )
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Figura 9. Tween-80 (polisorbato 80)

Adaptado de Polisorbato 80 [Imagen], S.F, HUANA
(https://es.huanachemical.com/uploads/image/20200915/Polysorbate 80.png )

interactuar tanto con componentes lipidicos como con agua, lo que es esencial para su funcién como
emulsionantes en diversas aplicaciones. Asi el tween o los polisorbatos nos permiten estudiar la
actividad lipolitica.

Propiedades fisicoquimicas

Descripcidon: Liquido oleoso limpido o ligeramente opalescente, incoloro o amarillo pardusco.
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Dispersable en agua, etanol anhidro, acetato de etilo y metanol. Practicamente insoluble en aceites
grasos y en parafina liquida.

e Densidad: 1,06-1,09 g/ml.
. Férmula molecular: Cg4H124026
e Peso Molecular: 1309,7 g/mol
e pH:5-7 (50 g/l, H20, 20 °C)

Hidrdlisis enzimdtica en lipidos

Las lipasas (glicerol-éster hidrolasa) son ésteres hidrolasas carboxilicas (enzimas) las cuales rompen
los enlaces éster catalizando la hidrdlisis de triacilglicéridos presentes en la grasa y aceites. Cuando
actuan en un medio acuoso, pueden producir glicerol, acidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos.
Sin embargo, en ausencia de agua, la reaccion es reversible (esterificacidn, interesterificacion y
transesterificacion), lo que genera glicéridos (Pedroza, Romero & Orduz, 2017).

Aplicaciones

Las aplicaciones industriales principales de la enzima lipasa se encuentran en la fabricacion de
detergentes, debido a su notable capacidad para eliminar manchas de aceite de los tejidos. Sin
embargo, para su uso, la lipasa debe ser estable a altas temperaturas, resistente a los dlcalis y capaz
de degradar diversas estructuras lipidicas. El uso de enzimas como aditivo en detergentes en lugar
de detergentes quimicos tradicionales es mas efectivo porque permite ahorrar energia al funcionar
a temperaturas mas bajas, es respetuoso con el medio ambiente, no amenaza la vida acudtica y no
tiene efectos adversos en el tratamiento de aguas (Gonzalez., Moreno & del Monte, 2010). Serratia
marcescens presenta una buena actividad enzimatica, abriendo pauta a su uso en aplicaciones
bioldgicas e industriales como biorremediacién de aguas contaminadas con grasas o aditivos en
detergentes (Pedroza, Romero & Orduz, 2017).

De acuerdo con Zapata, Pujol & Coda (2012) se aceptan 5 mecanismos de degradacién basicos:
Fotodegradacién, degradaciéon mecanica, degradacién térmica, degradacion quimica y degradacion
mediante microorganismos (bacterias, hongos o algas).

La fotodegradacion implica alteraciones fisicas y quimicas en el polimero debido a la exposicion a la
luz ultravioleta o visible. La creacion de polimeros fotodegradables se logra al incorporar grupos
funcionales sensibles a la radiacién ultravioleta, como los grupos carbonilo, o mediante la adicion
de aditivos, catalizadores y peroxidantes fotosensibles que aceleran el proceso de degradacion.

La degradacidon mecanica resulta de esfuerzos aplicados al material, generalmente acompafiados
por la ruptura de enlaces en la cadena principal. En cuanto a la degradacion térmica, esta se refiere
a cambios quimicos en el polimero a altas temperaturas, sin la intervencion de otros factores aparte
de la energia térmica.

La degradacién quimica se realiza por procesos en los cuales la degradacion es provocada por la
interaccion del polimero con productos quimicos reactivos. La degradacidn hidrolitica es un ejemplo
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comun, donde el contacto con un medio acuoso provoca hinchamiento, ruptura de puentes de
hidrogeno, hidratacién y la hidrdlisis de enlaces inestables.

La degradacidn a través de microorganismos, como bacterias, hongos o algas, implica la accidn de
enzimas que reaccionan con polimeros sintéticos y naturales. Este proceso enzimatico es inducido
por la necesidad de los microorganismos de obtener alimento, ya que la cadena principal de los
polimeros sirve como fuente de carbono.

BIODEGRADACION DE POLIMEROS

“Un polimero biodegradable se define como un polimero en el cual la degradacién resulta de
procesos naturales propios de los microorganismos presentes en el medio” (Flores, 2009) y tiene
como consecuencia una reduccion del grado de polimerizacion, asi como la degradacién del
polimero en fragmentos orgdnicos simples (Zapata, Pujol & Coda, 2012). Existen tres clasificaciones
de polimeros considerados biodegradables en el mercado: polimeros naturales, polimeros sintéticos
y biodegradables naturales que fueron modificados con aditivos y rellenos.

Polimeros naturales: Los polimeros obtenidos de fuentes naturales como celulosa, almiddn y
proteinas son elementos clave (Zapata, Pujol & Coda, 2012).

Polimeros sintéticos: Existen polimeros sintéticos que son preparados a partir de fuentes naturales
renovables, como lo es el poliacido lactico, el cual se obtiene de materias primas agricolas (Flores,
2009). Polimeros naturales como carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos tienen atomos de
oxigeno y nitrégeno en su estructura principal. Cuando estos dtomos se incorporan en polimeros
sintéticos, el material se vuelve mas propenso a la degradacién. (Zapata, Pujol & Coda, 2012).

CRITERIOS DE LA BIODEGRADABILIDAD DE POLIMEROS

De acuerdo con Zapata, Pujol & Coda (2012) el criterio para seleccionar un polimero como material
biodegradable considera las propiedades mecanicas requeridas, asi como el tiempo de degradacion
necesario para la aplicacidn particular.

1. Propiedades mecanicas: La seleccion de los monédmeros y del iniciador de reaccion, la
presencia de aditivos y las condiciones del procesado son las que influyen en las
propiedades mecanicas.

2. Velocidad de degradacion

a. Condiciones ambientales o factores fisicos y quimicos: temperatura, humedad y
pH.

b. Caracteristicas de los microrganismos o factores bioldgicos: variedad, cantidad,
fuente y actividad.

c. Caracteristicas del polimero: presencia de enlaces quimicos susceptibles a
hidrélisis, hidrofilicidad, estereoquimica, peso molecular, cristalinidad, superficie
especifica, temperatura de transicion vitrea y de fusidn. Se mencionan los mas
destacados a continuacion.
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Cristalinidad

La cristalinidad proporciona estabilidad térmica y quimica a los polimeros. Las zonas cristalinas
confieren rigidez y resistencia, mientras que las regiones amorfas aportan flexibilidad y tenacidad
(Ccallo, Sacaca, Callata, Vigo, & Calla, 2020).

La flexibilidad de la cadena y las fuerzas intermoleculares

Influyen en la capacidad de cristalizacién de los polimeros. Polimeros altamente flexibles con fuerzas
intermoleculares débiles, como el polisiloxano, no cristalizardn debido a la presencia de dtomos de
oxigeno en la cadena principal (Ccallo, Sacaca, Callata, Vigo, & Calla, 2020).

La estereorregularidad

La estereorregularidad es crucial, ya que la sustitucién de un hidrégeno por otro dtomo o grupo de
atomos en cada unidad repetitiva del polietileno puede afectar su regularidad, y la disposicion
relativa de estos grupos en la cadena se denomina tacticidad (Ccallo, Sacaca, Callata, Vigo, & Calla,
2020).

Ramificaciones

Las ramificaciones pueden disminuir la estabilidad térmica, especialmente en polimeros ramificados
de mayor longitud, ya que los carbonos terciarios son mas susceptibles al ataque quimico, lo que
facilita la oxidacién (Ccallo, Sacaca, Callata, Vigo, & Calla, 2020).

Entrecruzamiento

El entrecruzamiento, por otro lado, aumenta la rigidez del polimero, mejorando su estabilidad
térmica y quimica (Ccallo, Sacaca, Callata, Vigo, & Calla, 2020).
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VII. METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos planteados en el presente trabajo de tesis se llevd a cabo la siguiente
metodologia, la cual, se concibe de las siguientes etapas:

Toma de muestra a partir de la descomposicién de hortalizas.
Crecimiento en los polimeros naturales almiddn, celulosa y pectina
y en tween-80

3. Aislamiento y purificacidn de cepas
Criopreservacion de cepas

5. Evaluacién de potencial de degradacién en polimeros naturales y
de material celuldsico (Figura 10)
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Figura 10. Metodologia: Toma de muestra, evaluacion de potencial hidrolitico, aislamiento, purificacion e identificacion
de cepas y degradacion de material celuldsico.
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VIl.I FUNDAMENTOS DE LA METODOLOGIA

Como se ha mencionado, los microorganismos necesitan de ciertas condiciones para que se puedan
desarrollar y realizar actividades especificas de la mejor manera. Ahi es donde entra la importancia
de los medios de cultivo, los cuales brindan las condiciones y nutrientes necesarios para poder
hacerlos crecer, multiplicar, activar, aislar, identificar o incluso conservar cepas deseadas, por un
largo periodo de tiempo. Estos medios pueden ser sélidos, liquidos o semisélidos y se preparan con
una gran diversidad de reactivos en funcién de las exigencias del microorganismo. Estos reactivos
de preparacién también brindan las condiciones necesarias para que los microorganismos logren
activar eficientemente sus capacidades enzimaticas (Gomez & Batista, 2006).

Para la correcta formulacidn de los medios de cultivo, se debe asegurar que la eleccidn de nutrientes
y su concentraciéon cumplan con los requerimientos de los microorganismos, requerimientos como
la fuente de carbono, energia, nitrégeno, fésforo, pH, etc. Tomando en cuenta la gran cantidad de
microorganismos y necesidades de los investigadores, se han realizado un gran nimero de medios
de cultivo (Gomez & Batista, 2006).

En base al propdsito con el que se desea usar un medio de cultivo, estos se pueden categorizar
como:

Medios simples: Aquellos que contienen lo necesario para el crecimiento general de los
microorganismos y no tienen algun reactivo con una funcién en especial, como por ejemplo el Agar
Nutritivo.

Medio enriquecido: Son medios que tienen alguna sustancia que satisfaga el crecimiento de
microorganismos exigentes en ciertos nutrientes y que no logran crecer en un medio simple,
sustancias adicionales como sangre, huevo, vitaminas, etc.

Medio diferencial: Contiene reactivos e indicadores que permiten observar caracteristicas
fisicoquimicas de alguna cepa. Estos cultivos presentan coloraciones o ciertas reacciones con
determinados microorganismos.

Medio selectivo: Presenta algin compuesto que inhiba el crecimiento de microorganismos que no
son de interés, permitiendo el crecimiento de la cepa deseada (Romero, 2023).

Medio de criopreservacién: Son medios utilizados para mantener durante un largo tiempo y a bajas
temperaturas a microorganismos que se deseen ocupar en un futuro. Estos medios contienen
glicerol, el cual evita la formacidn de cristales de hielo que puedan dafiar a la cepa o generar
contaminacion cruzada (Ministerio de Agricultura, s.f.).
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Los medios de cultivo deben contener lo necesario para brindar las mejores condiciones de
desarrollo y trabajo para las bacterias deseadas; a continuacidn, se describen algunos reactivos vy la
funcién que desempefian.

Agar bacterioldgico: Es el medio solidificante que permite la consistencia gelatinosa en los medios
de cultivo, lo que permite realizar inoculados y estriados de la muestra. Ademas, tiene la capacidad
de mantenerse en estado sdélido hasta los 65°C, soportando perfectamente las temperaturas de
incubacidn. Por otro lado, presenta una gran claridad y solubilidad en agua, lo que ayuda a tener
una mejor visibilidad para el estudio de las colonias (MCD LAB, s.f.a).

Almidon: Este polimero se disuelve en la preparacion del medio de cultivo como Unica fuente de
carbono, con el objetivo de observar la actividad amilolitica de los microorganismos sembrados en
el medio y su produccién de enzimas amilasa (Rodriguez, Boucourt, Rodriguez, Albelo, Nufiez &
Herrera, 2006).

Peptona de caseina: Es un estimulante para el crecimiento de los microorganismos que les
proporciona nutrientes como fuente organica de Nitrégeno (Condalow, 2020).

Peptona de caseina | (triptona): Aporta nutrientes, particularmente aminoacidos y péptidos para
microorganismos exigentes y no exigentes, ademas de promover la produccién de antibidticos,
toxinas y enzimas (Laboratorios MICROKIT, 2020).

Carboximetilcelulosa: Actua como un espesante, emulsificante y ayuda a evitar la formacion de los
grumos (Innovative Cooking S.L., 2020). En caso de presentarse como Unica fuente de carbono,
ayudard a comprobar la actividad de degradacién de celulosa y realizar pruebas de degradacién con
la adicién de rojo congo (Ortiz & Uribe, 2011).

Pectina: Es el sustrato que se utiliza en el medio de cultivo para inducir a los microorganismos de
interés a producir las enzimas pectinasas. Debido a que la pectina se usa como unica fuente de
carbono, los microorganismos se ven obligados a degradarlos por medio de las pectinasas (Arroyo,
2002).

Extracto de levadura: Se utiliza como fuente de nutrientes como vitaminas y aminoacidos que
fomentan el crecimiento de los microorganismos (MCD LAB, s.f.b).

NaCl: Permite que haya un equilibrio en la presién osmadtica de las células, evitando que se
deshidraten y permitiendo un correcto funcionamiento de sus funciones vitales (Ceiro, Arévalo,
Puertas & Hidalgo, 2014). Por otro lado, con altas concentraciones, funciona como un agente
diferenciador que permite el crecimiento de microorganismos capaces de desarrollarse en medios
salinos (Insumolab, s.f.).

Tween-80: Los ésteres de acido grasos de polioxietilen sorbitan (tweens) se utiliza comosustratos
para la deteccién de microorganismos lipoliticos en medio agar (Plou, Ferrer, Nuero, Calvo, Alcalde,
Reyes & Ballesteros, 1998).
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Las técnicas de cultivo sirven para inocular a los microorganismos deseados en el medio de cultivo
paradesarrollarse. Existen diversas técnicas, las que se adaptardn a las necesidades y propdsitos del
investigador.

Siembra por estria: La técnica se realiza tomando el inéculo con un asa de anillo para después
realizar un primer estriado en forma de zigzag sobre la superficie del medio de cultivo. Una vez
terminado el primer estriado, ya no se debe tomar mas inéculo y el asa se debe esterilizar, asi
sucesivamente con los demas estriados. Esterilizar el asa y no tomar mas inéculo permite que la
concentracién del inéculo disminuya y que se logre un aislamiento de colonias.

Siembra masiva: El propésito de esta técnica es tener un crecimiento masivo del inéculo deseado,
sin importar el aislamiento de colonias. Esto se realiza principalmente tomando una muestra del
inéculo con un hisopo, el cual se pasara por toda la superficie y en todas las direcciones del medio
de cultivo (Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, 2020).

Siembra por puncion: Se toma el inéculo con un asa en punta y se realiza una puncién de forma
perpendicular a la superficie del agar, tratando de que sea lo mas recto posible, sin tocar las paredes
de la placa y asegurandose de que el inéculo se haya adherido al medio. Esta técnica sirve para
observar el movimiento o crecimiento de la colonia en un solo punto.

Siembra en medio liquido: Con ayuda del asa en anillo, se toma una muestra de inéculo y se
introduce al tubo que tiene el medio de cultivo liquido. Asegurdndose de no tocar las paredes del
tubo, el asa se introduce al medio y se hacen movimientos rotatorios para que la muestra se suelte
y se integre al liquido. La técnica se usa para aumentar el nimero de microorganismos (Reynoso,
Magnoli, Barros & Demo, 2015).

La temperatura, al ser uno de los factores fisicos que influye en el crecimiento de las bacterias, es
un elemento que se debe tomar muy en cuenta a la hora de sembrar y trabajar con los
microorganismos. La mayoria de las bacterias crecen y logran desarrollarse por encima de los 30°C;
sin embargo, hay que tener en cuenta que existen diferentes tipos de microorganismos que crecen
a diferentes temperaturas. Estan las psicréfilas que se desarrollan entre 15 y 20°C, las meséfilas
entre los 30 y 37°C, y finalmente las termdéfilas que alcanzan un desarrollo éptimo entre los 50 y
60°C (Junco & Rodriguez, 2001). Considerando lo anterior, la incubacién de microorganismos
promueve el crecimiento de los mismos, ayudando a obtener mejores resultados al contar con
condiciones controladas y estandarizadas de temperatura (M&M Instrumentos Técnicos, 2023).

El principio explicado de la técnica de tincion de Gram fue mencionado en el apartado “DIFERENCIAS
ENTRE LAS BACTERIAS Y LEVADURAS” del presente trabajo de tesis, asi se explicara el procedimiento
de la tincidon de Gram de acuerdo a Bado (2022).
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a. Se realizan frotis con los cultivos microbianos, el frotis se cubre con solucién de
cristal violeta al 0.2% en etanol y/o agua (Laboratorio Britania, 2023), se deja actuar
de 30 segundos a 1 minuto, se enjuaga con agua y se escurre el exceso de agua. Se
recomienda realizar los lavados con piseta, evitando que caiga directamente con el
frotis.

b. La preparacién se cubre con solucién lugol o yodo lugol (1% de I,y 2% de Kl) diluido
1/10 (Laboratorio Britania, 2023), se deja actuar por 30 segundos a 1 minuto, se
enjuaga y se escurre el exceso de agua. Se recomienda agitar el portaobjetos para
eliminar el exceso de agua, debido a que al agregar el alcohol-cetona con agua
puede diluirse.

c. Al agregarse el alcohol/acetona: 70.5/29.5 (Laboratorio Britania, 2023), se enjuaga
con agua y se escurre el exceso. La Ameican Society for Microbiology recomienda
ajustar el tiempo de decoloracion dependiendo del grosor del frotis, evitando una
decoloracién insuficiente, ya que, daria como resultado que bacterias Gram
positivas se observen como Gram negativas; o en un caso excesivo, hacer pasar una
bacteria Gram positiva por Gram negativa o Gram variable. Se recomienda de 5 a
30 segundos, pero en su mayoria se utilizan 15 segundos.

d. Los frotis se cubren con la solucidon de safranina al 0.25% en alcohol y/o agua
(Laboratorio Britania, 2023), se deja actuar de 30 segundos a 1 minuto, se enjuaga
y se escurre el exceso. Se recomienda no exceder mds tiempo debido a que puede
desplazar el complejo cristal-violeta.

Se puede decir que la biodegradacion es la descomposicion de algin material, de una forma mas
simple o menos téxica para el ambiente, por parte de los microorganismos. Esta descomposiciéon
puede ser parcial o completa si es que se llega a la mineralizacién, es por ello que, para poder evaluar
el nivel de degradacidn, existen pruebas que permiten cuantificar la cantidad de material degradado
o cantidad de material persistente (Vazquez & Beltran, 2004).

En las pruebas de biodegradacién de medios de cultivo, se ocupan ciertos indicadores que son
sustancias que al reaccionar con ciertos compuestos adquieren un color determinado. El color que
presentan al reaccionar estos compuestos, se ve afectado en caso de que haya una degradacién del
reactivo involucrado en la coloracion, por lo que el color puede cambiar o simplemente desaparecer.
Existen ciertos reactivos que se ocupan para determinar la degradacidon de almiddn, celulosa,
pectina y tween-80.

Rojo congo: El rojo congo, al tener buena afinidad con los polisacaridos, forma un complejo con la
carboximetilcelulosa presente en el agar celulosa. Este complejo genera una intensa coloracién roja
o anaranjada intensa, la cual perdera su intensidad cuando las enzimas endoglucanasas lleven a
cabo la despolimerizacién de la celulosa. Es decir, mientras haya una mayor degradacién de la
carboximetilcelulosa, también disminuira la cantidad de complejos formados con el rojo congo vy,
por ende, se perdera la coloracion inicial (Ortiz & Uribe, 2011).
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Lugol: Su presencia es importante en las pruebas de degradacion de almidén debido a que este
polimero tiene la capacidad de adsorber al lugol dentro de las hélices que se forman a lo largo de su
cadena polimérica; es decir, no se trata de una reaccidn quimica, simplemente el lugol ocupa un
espacio entre las cavidades de la estructura del almidén, lo que genera la coloracién.
Especificamente, es la unién del lugol con la amilosa lo que genera el color azul oscuro o purpura,
mismo que desaparece cuando hay una despolimerizacion del almidén y el lugol abandona su
posicion entre las hélices de la estructura quimica (Aragdn, 2018).

Rojo de metilo: Es un colorante que funciona como indicador para evaluar medios acidos.
Aproximadamente en valores de pH menores a 4.4, el colorante se torna rojo, amarillo para valores
mayores a 6.2 y naranja cuando se encuentra en medio de los rangos anteriores (Merck KGaA, s.f.).
Por su parte, el Tween-80 presenta un pH de entre 5y 7 en una solucién al 5% (Thermo Fisher
Scientific Inc., 2025). Por lo tanto, al haber una biodegradacién de los acidos grasos, productos de
la actividad lipolitica en el Tween-80, la acidez en las dreas degradadas cambiard, presentando una
variacion de color.

VII.Il DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

La toma de muestra se realizd a partir de la descomposicién de hortalizas, en laboratorio por medio
de un hisopo estéril, directamente en los puntos de degradacidén presentes en las hortalizas, bajo
condiciones de esterilidad. Obtenido el inéculo, se realizé una siembra masiva por hisopo en Agar
papa dextrosa (PDA) y Agar Nutritivo (AN), incubados a 28°C para PDA y 37°C para AN, se monitoreé
el crecimiento cada 24 horas hasta por 5 dias.

Las cepas aisladas del cultivo anterior se sembraron por estria cruzada en dilucidn en los diferentes
medios (agar almiddn, agar pectina, agar celulosa y agar tween). La incubacion se llevé a 37°Cy 28
°C, monitoreando el crecimiento cada 24 h hasta por 5 dias. La evaluacion del potencial hidrolitico
de las cepas obtenidas se realizé mediante la aplicacién de diferentes colorantes de acuerdo con el
medio usado, para identificar la degradacion del sustrato de interés por parte de los
microorganismos.

Las actividades hidroliticas de las cepas se evaluan de la siguiente manera:
Actividad amilolitica.
Se prepararon dos formulaciones diferentes del medio almiddn:

e Medio almidéon AAT: Agar bacteriolégico 2%, almidén 0.5%, triptona 0.05%, vy
carboximetilcelulosa 0.05%, cubrir con lugol al 10%; la aparicién de zonas claras es signo de
positividad (modificado de Pérez et al., 2020).
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Medio almiddon AA: Agar bacterioldgico 2%, almidén 0.5% y carboximetilcelulosa 0.05%,
cubrir con lugol al 10%; la aparicién de zonas claras es signo de positividad (modificado de
Pérez et al., 2020). El uso de esta formulacidn se realizé debido a que no todos los medios
presentaron halos visibles de degradacién, asi una formulacion mas simple en componentes
buscd asegurar que los microorganismos ocuparan el almidén como principal sustrato y no
la triptona.

Actividad celulolitica.

Se prepararon dos formulaciones diferentes del medio celulosa:

Medio celulosa ACT: Agar bacterioldgico 2%, carboximetilcelulosa 1%, triptona 0.05%,
tefidas con rojo Congo al 0.1%; la aparicién de un halo amarillo indica positividad
(modificado de Mazzucotelli et al., 2013).

Medio celulosa AC: Agar bacteriolégico 2%, carboximetilcelulosa al 1%, tenidas con rojo
Congo al 0.1%; la apariciéon de un halo amarillo indica positividad (modificado de
Mazzucotelli et al., 2013). El uso de esta formulacidn se realizé debido a que los medios no
presentaron halos visibles de degradacién, asi una formulaciéon mas simple en componentes
buscé asegurar que los microorganismos ocuparan la carboximetilcelulosa como principal
sustrato.

En agar celulosa (agar bacterioldgico 2%, carboximetil celulosa 1% vy triptona 0.05%) tefiidas con rojo

Congo al 0.1%; la aparicion de un halo amarillo indica positividad (modificado de Mazzucotelli et al.,

2013).

Actividad pectinolitica.

Se prepararon dos formulaciones diferentes del medio pectina:

Medio pectina APNET: Agar bacteriolégico 15 g/l, pectina 5 g/l, NaCl 5 /I, extracto de
levadura 2.5 g/l y triptona 5 g/, cubrir con lugol al 25%; la aparicion de zonas claras es signo
de positividad (modificado de Hossain et al., 2020).

Medio pectina AP: Agar bacterioldgico 15 g/l y pectina 5 g/l, cubrir con lugol al 25%; la
aparicién de zonas claras es signo de positividad (modificado de Hossain et al., 2020). El uso
de esta formulacion se realizé debido a que los medios no presentaron halos visibles de
degradacion, asi una formulacidn mas simple en componentes buscé asegurar que los
microorganismos ocuparan la pectina como principal sustrato.

Actividad lipolitica.

Medio Tween-80 AT-80: Agar bacterioldgico 20 g/l, Tween-80 15 ml/l, triptona 5 g/I,
extracto de levadura 2.5 g/l, NaCl 5 g/I, tefiir con solucién rojo de metilo 5 ml para 100 ml
del medio (0.2 g/L rojo de metilo en etanol al 95%); la aparicién de halos claros alrededor
de las colonias indica actividad (Hossain et al., 2020).
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Las cepas positivas en los diferentes medios se aislaron y purificaron mediante cultivo continuo por
estria cruzada en dilucién, con seguimiento a través de la tincidn de Gram. Se registré la morfologia
colonial de los microorganismos, asi como la morfologia microscépica. El nimero de resiembras
dependid del proceso de purificacidn, hasta verificar la similitud en las morfologias coloniales y
microscépicas en tres cultivos consecutivos y cinco frotis homogéneos en cada uno de ellos.

La eficiencia de los aislados para degradacién de polimeros naturales o el potencial hidrolitico se
evalud cualitativamente mediante el indice de potencia (IP%), midiendo el didmetro de los halos de
degradacion entre el diametro de las colonias (Pérez et al., 2020). Las colonias se sembraron por el
método de puncion (Sanchez, Heredia, Morales & Medina, 2020) en una caja Petri (con el agar
correspondiente) dividida en 6 espacios, 5 seran ocupados y el sexto se establecera como control.

IP (%) = ==+ 100
Donde:
Z — Diametro de halo de hidrdlisis
C- Diametro de la colonia bacteriana

Esta medicion se realizara 10 veces para cada microorganismo purificado.

Se partié de un cultivo fresco crecido en las placas con medio de pectina, almiddn, celulosa y tween-
80 incubadas a las condiciones idéneas de crecimiento de cada cepa., a partir de las colonias se
tomo¢ suficiente cantidad con un asa redonda, para ser inoculadas en caldo Luria Bertani (LB) para
las especies bacterianas y caldo de extracto de levadura, Peptona y Dextrosa (YPD) para las especies
de levaduras; en ambos caldos con glicerol al 30 % en crioviales y se almaceno a -18 °C (Pérez et al.,
2021).

Caldo Lurina Bertani (LB): Se realizo un medio de cultivo LB estandar, utilizando 10 g de peptona de
caseina (10 g/1), 5 g de extracto de levadura (5g/l), 5 g de NaCl (5 g/1) y disueltos en 1 | de solucidn
de 70% agua destilada y 30% glicerol (modificado de Garboza et al., 2011).

Caldo de extracto de levadura, Peptona y Dextrosa (YPED): Se utilizaron 10 g de extracto de levadura
(10 g/1), 20 g de peptona (20 g/I) y 20 g de dextrosa (20 g/l), disueltos en 1 | de solucion de 70% agua
destilada y 30% glicerol (modificado de Castro et al., 2013).
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Se evallo la degradacion de material celuldsico cualitativamente, preparando agar sélido a base de
servilletas de papel, bajo la siguiente metodologia. Las cepas empleadas son las aisladas vy
purificadas a partir del medio agar celulosa.

Preparacion del agar sdlido

Se eligié servilletas de papel absorbente como el residuo proveedor del material celuldsico. Antes
de incorporarlas al medio, se sometié a un proceso que consta de licuarlas en seco para su
trituracion; posteriormente, se hirvieron para obtener una pasta que se introdujo en un horno de
secado a 45°C por 24 horas. Finalmente, se trituraron para obtener la textura mas fina posible
(Curvelo & Rojas, 2010).

Se prepard tres tipos de agares a base del material celuldsico seleccionado (agar 1, agar 2 y agar 3)
de la siguiente manera:

e Agar 1 (ARC): Agar bacterioldgico (2 %), rojo Congo (3 %) y material celuldsico (1.5 %).

e Agar 2 (ATRC): Agar bacterioldgico (2 %), triptona (0.5 %), rojo congo (3 %) y material
celulésico (1.5 %).

e Agar 3 (ATC): Agar bacterioldgico (2 %), triptona (0.5 %) y material celuldsico (1.5 %).

1. Se calentd agua destilada y se agregd paulatinamente el material celuldsico con agitacidn lentay
posteriormente se agregé el resto de los ingredientes.

2. Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°Cy 15 Ib de presién durante 15 minutos.
3. Se vertid en zona estéril en placas Petri.

Posteriormente, ya gelificadas, se sembrd cada cepa en cada uno de los agares y se incubaron a 28°C
durante (tiempo) para observacién de crecimiento.

El crecimiento de colonias, la desaparicion del color (placas con rojo congo) y la observacion de la
morfologia microscopica mediante observacion de la tincién de Gram de cada cultivo son indicativos
de degradacién y utilizacion por parte de los microorganismos de la fuente de “C”, es decir, de
utilizacién del residuo celulésico (servilletas de papel absorbente).
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VIIl.  RESULTADOS

VIIi. I AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS
Se lograron aislar 22 cepas a partir de hortalizas en descomposicién, de las cuales 5 presentan
capacidad celulolitica, 2 con capacidad lipolitica, 8 con capacidad pectinolitica y 7 con capacidad
amilolitica.

Se describen a continuacion las caracteristicas de las cepas con actividad hidrolitica, asi como su
indice de potencia o potencial hidrolitico y la comparacién de crecimiento o potencial hidrolitico
segun corresponda entre las diferentes cepas de acuerdo a su capacidad amilolitica, pectinolitica,
celulolitica y lipolitica.

Las condiciones para un crecimiento dptimo se determinaron a una incubacion de 28°C para las
cepas A2, A3, Ady A8, a 37°C para las cepas A5, A6 y A7. Durante 24 h de incubacién para las cepas
A3, A5, A6 y A7; y 48 h de incubacién para las cepas A2, A4 y A8. En la Tabla 5 se muestra la
descripcién de la morfologia colonial y morfologia microscopica, asi como las imdgenes de las cepas
al microscopio dptico con un aumento de 100x.

Tabla 5. Descripcion de las cepas con actividad amilolitica.

Cepa Morfologia colonial. | Morfologia Foto al microscopio dptico a
(Tiempo de microscopica un aumento de 100x
incubacion)
A2 Forma: Circular Bacilos
(48 h) Borde: Entero medianos y
Elevacion: Plana delgados curvos
Superficie: Lisa Gram negativos
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante
Luz transmitida:
Traslucida
Color: Blanco-Beige
A3 Forma: Circular Bacilos gruesos
(24 h) Borde: Entero y cortos Gram

Elevacion: Plana negativos
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Traslucida

Color: Blanco-Beige
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A4
(48 h)

Forma: Circular
Borde: Entero
Elevacion: Plana
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave

Brillo: Mate
Luz transmitida:
Opaca

Color: Amarrillo ocre

Bacilos
pequeios y
gruesos Gram
negativos

AS
(24 h)

Forma: Circular
/irregular

Borde: Entero
Elevacion: Elevada
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Translicida

Color: Blanco — caqui

Bacilos largos
(apariencia de
actinomiceto)
Gram negativos

A6
(24 h)

Forma: Irregular
Borde: Rizoide
Elevacion: Plana
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave

Brillo: Mate
Luz transmitida:
Opaca

Color: Blanco

Bacilos
(apariencia de
actinomicetos)
Gram negativos

A7
(24 h)

Forma: Irregular
Borde: Rizado
Elevacion: Plana
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Translucida

Color: Blanco — caqui

Bacilos anchos y
medianos Gram
negativos

INTERNAL

48



INTERNAL

A8 Forma: Irregular Levaduras

(48 h) Borde: Rizado ovaladas y
Elevacion: Plana pequefias Gram
Superficie: Lisa positivas

Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Translucida

Color: Blanco — caqui

La incubacidn de los microrganismos se determind a 28°C para cepas A2, A3, Ad y A8, mientras que
las cepas A5, A6 Y A7 se incubaron a 37°C. El experimento se repitid bajo condiciones de
refrigeracion (5°C) para todas las cepas, esto debido a que se observé que algunas cepas, una vez
crecidas y en refrigeracion, se hacia visible su halo de degradacién con el transcurso de los dias, por
lo que se complementd con esta refrigeracion para observar la degradacién a estas temperaturas.
Se obtuvieron 2 tipos de resultados para las cepas:

6. Evaluacion del crecimiento de las colonias a las 48 h de incubacién.
7. Crecimiento de las colonias y presencia de halos de degradacion (halos de hidrdlisis) a las
48 h de incuabcion.

Para las cepas A2, A3 y A8 se reporta la medicién de los didmetros de las colonias incubadas a 28°C
por 48 h (Tabla 6) y en refrigeracidon a 5°C (Tabla 7). Por otro lado, para las cepas A4 incubada a
28°C, A5, A6 y A7 incubadas a 37°C (Tabla 8) estas cepas presentaron un halo de degradacién visible
y en refrigeracion a 5°C (Tabla 9), se reporta los halos de degradacion y/o los didmetros de las
colonias. Los halos de degradacion de las cepas A4, A5, A6 y A7 fueron revelados mediante el uso
de lugol al 10%.

CEPAS CON CRECIMIENTO EN AGAR AAT Y AA SIN HALO VISIBLE DE DEGRADACION
DETERMINACION DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS SIN HALO VISIBLE

En la Tabla 6 se muestran las cepas que presentaron crecimiento sin una clara observacion del halo
de degradacién, obteniendo un valor promedio del didametro (mm) de las colonias sembradas por
método de puncion en los dos medios de cultivo AAT y AA incubadas a 28°C por 24 h y 48 h, asi
como la desviacidn estandar (SDT) de los didmetros medidos de cada colonia.

Tabla 6. Crecimiento de las cepas A2, A3 y A8 en medio AAT y AA incubadas a 28°C.

Incubacion por 24 h Incubacion por 48 h

C Diametro de la Diametro de la Diametro de la Diametro de la
epa
P colonia (mm) + colonia (mm) colonia (mm) + colonia (mm)

STD en AAT +STD en AA STD en AAT +STD en AA
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A2 2.7+0.54 1.6+0.4 2.7 +0.54 1.5+0.4
A3 2.3+0.42 2.0+0.1 2.3+0.42 2.0+0.1
A8 2.2+034 1.7+0.3 2.2+0.34 1.7+0.3
Comparacion del crecimiento de las cepas A2, A3y
A8 en agar AATy AA a 28°Cpor24 hy48h
35
€ 30
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Grdfica 1. Comparacion del crecimiento de las cepas A2, A3y A8 en agar AAT y AA a 28°C por 24h y 48h.

A2 (AAT)

A2 (AA)

A3 (AAT)

A3 (AA)
Cepa

H24h m48h

A8 (AAT)

A8 (AA)

De acuerdo con la Grdfica 1, se muestra un mejor crecimiento de las cepas en un medio con
presencia del componente triptona, presentando un mejor resultado de crecimiento la cepa A2
(AAT) que la A2, es decir, la cepa 2 en presencia de triptona que en su ausencia; sin embargo, para
las cepas A3 y A8 la diferencia de crecimiento es minima ante la presencia y ausencia de la triptona.

DETERMINACION DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS SIN HALO VISIBLE A 5°C

En la Tabla 7 se muestra el crecimiento de las mismas cepas que la Tabla 6, pero a condiciones de
temperatura de 5°C, considerando el valor promedio de los didmetros de la colonia (mm) y la
desviacion estandar (SDT) de los valores de los didmetros de las colonias para 24h y 48h.

Tabla 7. Crecimiento de las cepas A2, A3y A8 en medio AAT y AA incubadas a 5°C (refrigeracicn).

Incubacion por 24 h Incubacion por 48 h
Cepa Diametro de la | Diametrode la | Diametrodela | Diametrodela
colonia (mm) + | colonia (mm) | colonia (mm)+ | colonia (mm)+
STD en AAT +STD en AA STD en AAT STD en AA
A2 19+0.21 1.3+0.48 2.0+0.09 1.6+0.50
A3 2.1+0.3 1.4 +0.52 23+0.3 1.7 +0.28
A8 1.0+ 0.00 1.1+0.21 2.0+0.16 1.7+0.28
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Comparacion del crecimiento de las cepas A2, A3y
A8 en agar AATyAAa5°Cpor24hy48h
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Grdfica 2. Comparacion del crecimiento de cepas A2, A3 y A8 en agar AAT y AA a 5°C por 24 h y 48 h.

La Grdfica 2 indica que a condiciones de incubacidn de 5°C presenta un mejor crecimiento de la cepa
A3 (AAT). Asi mismo, se observa que existe un mejor crecimiento de las colonias con la presencia de
triptona, aunque el aumento es minimo (aproximadamente de 1 mm).

COMPARACION DEL CRECIMIENTO A 28°C Y 5°C DE LAS CEPAS SIN HALO VISIBLE

En la Grdfica 3 se compara el crecimiento de las cepas a temperatura de 28°Cy 5°C en 48h con el fin
de observar las diferencias de crecimiento a las condiciones de temperatura.

Se muestra que el cambio de temperatura no afectd considerablemente el crecimiento de las cepas
en las primeras 48 h; sin embargo, se observa que los componentes con los que cuenta el medio
afectan de manera considerable su crecimiento para la cepa A2, pues es notable el crecimiento de
la cepa A2 con triptona; sin embargo, cepas A3 y A8 la diferencia es minima ante la presencia de
este componente.
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Comparacion del crecimiento de cepas A2, A3y A8
en agar AATy AAa 28°Cy5°Cpor48h
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Grdfica 3. Comparacion del crecimiento de cepas A2, A3y A8 en agar AAT y AA a 28°Cy 5°C por 48 h.

INDICE DE POTENCIA EN MEDIO AAT Y AA A LAS RESPECTIVAS TEMPERATURAS OPTIMAS DE

CRECIMIENTO.

El crecimiento de las cepas con presencia de halos de degradacidn alrededor de la colonia en los

medios almidén AA y AAT se muestra en la Tabla 8, asi como las condiciones de temperatura de
cada cepa, el diametro de las colonias, halo de hidrdlisis o de degradacidn de las colonias, el valor
promedio del indice de potencia (IP%) de las colonias, tanto a 24h como a 48h y la desviacién

estandar del indice de potencia.

Tabla 8. indice de potencias de las cepas A4, A5, A6 y A7 en medio AAT y AA.

Temperatura Incubacion por 24 h Incubacion por 48 h
Medio | Cepa de c , indice de c . indice de
crecimiento potencia potencia
A4 28°C 20 |50 |400.00+47.14 |23 | 8.7 | 765.00+7091
AAT A5 37°C 2.2 |80 |700.00+66.67 | 3.7 | 15.8 | 1480.00 +78.88
A6 37°C 39 (9.8 | 880.00+58.69 |10.8 | 17.2 | 1620.00 + 113.53
A7 37°C 1.0 | 8.2 | 715.00+66.87 | 3.1 | 15.5 | 1450.00+117.85
A4 28°C 1.1 | 4.4 |340.00+51.64 |14 |7.1 |610.00+77.46
AA A5 37°C 1.0 |89 |790.00+31.62 | 1.5 | 14.8 | 1380.00+42.16
A6 37°C 3.2 |81 | 705.00+43.78 |89 |13.2 | 1220.00+42.16
A7 37°C 1.2 |81 |710.00+31.62 | 1.8 | 13.8 | 1275.00+63.46
Nota: “c” indica el diametro de la colonia (mm) y “z” el diametro del halo de hidrdlisis o degradacién (mm).
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Indice de Potencia (IP %) de cepas con halo visible a las 24 h
y 48 h en los diferentes medios AAT y AA
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Grdfica 4. Indice de Potencia (IP%) de cepas con halo visible a las 24h y 48 en los diferentes medios AAT y AA.

De acuerdo con la Grdfica 4, se determina que la cepa A6 (AAT) presenta un mejor indice de potencia
que las demds cepas, pero Unicamente en el medio AAT, es decir, con presencia de peptona; sin
embargo, las cepas A5 y A7 con presencia y ausencia de triptona muestran valores muy cercanos a
la cepa A6 (AAT) alas 24y 48 h.

INDICE DE POTENCIA EN MEDIO AAT Y AAA 5°C

La Tabla 9 presenta los resultados de las mismas cepas que en la Tabla 8, pero a condiciones de
temperatura de 5°C (refrigeracion).

Tabla 9. indice de potencia de las cepas A4, A5, A6 y A7 en medio AAT y AA incubadas a 5°C (refrigeracion).

Incubacion por 24 h Incubacion por 48 h
c z indice de c z indice de
Medio Cepa Potencia (IP %) Potencia (IP %)
+ STD (%) + STD (%)
A4 21 | 4.1 305.0+34.4 2.6 5.2 415.0 + 21.2
AAT A5 1.0 | NA S/H 1.0 4.1 305.0+28.4
A6 0.7 | NA S/H 0.9 1.9 85.0+47.4
A7 1.0 | 2.3 130.0 + 25.8 1.0 3.9 285.0 + 58.0
A4 1.1 | 2.7 170.0 + 48.30 1.5 3.2 220.0 + 25.82
AA A5 0.9 | 3.1 | 207.00 +47.62 1.4 4.3 325.00 +54.01
A6 1.0 | NA S/H 1.0 1.7 65.00 + 24.15
A7 1.1 | 4.0 | 300.00 + 23.57 1.2 4.9 390.00 + 39.44

“n

Nota: “c” indica el diametro de la colonia (mm), “z” el didmetro del halo de hidrdlisis o degradacién y “S/H”
indica que no se observa halo de degradacion.
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Indice de Potencia (IP %) de cepas con halo visible en los
diferentes medios AATy AAalas24 hy48 ha5°C
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Grdfica 5. Indice de Potencia (IP%) de cepas con halo visible en los diferentes medios AATy AA a las 24 hy 48 h a 5°C.

La Grdfica 5 indica que, al variar la temperatura a 5°C, el rendimiento de las cepas cambia
considerablemente para las pruebas de A5 (AAT), A6 (AAT) y A6 (AA), pues en las primeras 24h no
presentan halos de degradacién; sin embargo, si presentan crecimiento en los medios, es hasta las
48 h donde se presenta halo de degradacion, por lo cual, hasta las 48 h se puede medir el indice de
potencia (IP%). Bajo estas condiciones de temperatura, se considera que presentan una mejor
hidrélsis la cepa Ad y la cepa A7, es decir, en medio almiddn sin presencia del componente triptona.

COMPARACION DE INDICE DE POTENCIAS DE CEPAS A DIFERENTES TEMPERATURAS

En la Grdfica 6 compara el indice de potencia a las 24 hy 48 h a diferentes condiciones de incubacidn
de temperatura (28°Cy 37 °C) segun el crecimiento de la cepa y a condiciones de refrigeracién (5°C).

indice de Potencia (IP %) de cepas con halo visible en los
diferentes medios AAT y AA a diferentes temperaturas por 48 h

2000

1500

1000
50 I i

A4 (AAT) A4 (AA) A5 (AAT) A5 (AA) A6 (AAT) A6 (AA) A7 (AAT) A7 (AA)

Cepas a diferentes condiciones de temperatura

o

o

indice de Potencia (IP%)

m 28°C (A4)y 37°C (A5,A6,A7) m5°C

Grdfica 6. Indice de Potencia (IP%) de cepas con halo visible en los diferentes medios AAT y AA a diferentes temperaturas
por 48 h.
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De acuerdo con la Grdfica 6 en las cepas A5 (AA), A5 (AAT), A7 (AA) y A7 (AAT) se determina que la
presencia o ausencia de la triptona en el medio no presenta una diferencia considerable en el indice
de potencia (IP%), es decir, en la degradacién de almiddn; sin embargo, la temperatura afecta de
manera abrupta el rendimiento del indice de potencia (IP%). La cepa A6 (AAT) muestra un mejor
rendimiento a 37°Cy con presencia de triptona y a condiciones de 5°C; su rendimiento del indice de
potencia (IP%) disminuye a casi ser imperceptible. La cepa A4 resulta tener el menor rendimiento
a 28°C entre las cepas incubadas a su temperatura éptima; sin embargo, a una temperatura de 5°C,

resulta ser la menos afectada.

Se muestran en la Tabla 10 las cepas con actividad amilolitica de mayor a menor indice de potencia

a48h.

Tabla 10. indice de potencia (IP%) de las cepas con actividad amilolitica a las 48 h en sus respectivas temperaturas de
incubacion, ordenados de mayor a menor.

Medio Cepa ] Incubacién por 48 h
(Temperatura) Indice de Potencia (IP %)
AAT A6 (37°C) 1620.00
AAT A5 (37°C) 1480.00
AAT A7 (37°C) 1450.00
AA A5 (37°C) 1380.00
AA A7 (37°C) 1275.00
AA A6 (37°C) 1220.00
AAT A4 (28°C) 765.00
AA A4 (28°C) 610.00

CRECIMIENTO DE LAS CEPAS

Enla Tabla 11 se presenta las imagenes de las pruebas del potencial hidrolitico o indice de potencia

de la actividad amilolitica.

Tabla 11. Pruebas de potencial hidrolitico de la actividad amilolitica.

Cepa | Sembrado en
medio AAT de 28°C
a37°Cpor24h

A2

Sembrado en
medio AA de 28°C a
37°Cpor24 h

Sembrado en
medio AAT a 5°C

INTERNAL

Sembrado en
medio AA a 5°C por
24 h
|
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A3

A4

A5

A6

A7

A8

HALO DE DEGRADACION
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La Tabla 12 muestra las pruebas de degradacién de las cepas que mostraron halos de degradacion,

es decir, para las cepas A4, A5, A6y A7.

Tabla 12. Visualizacién de la cepa con halos de hidrdlisis (A4, A5, A6 y A7) en medio AAT con la aplicacion del lugol al 10%

durante 15 segundos y retirando el exceso.

A4 a28°Cpord8h

A5a37°Cpor48h

A6a37°Cpor48h

A7 a37°Cpor48h
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ACTIVIDAD CELULOLITICA

Descripcion de la morfologia colonial y morfologia microscépica

Se aislaron 5 cepas con capacidad celulolitica, las condiciones éptimas de crecimiento se

determinaron a una incubacién de 28°C de 24 h a 4 dias, dependiendo la composicién del medio de

cultivo sdlido celulosa. En la Tabla 13 se muestra la descripcion de la morfologia colonial y

morfologia microscdpica; asi mismo, las imagenes de la cepa al microscopio dptico con un aumento

de 100x.
Tabla 13. Descripcion de las cepas con actividad celulolitica, crecidas en medio ACT a 28°C.

((‘:-:pa ) Morfologia colona Morfologia Foto al microscopio éptico a un
in';'::::é; microscépica aumento de 100x
Cc9 Forma: Circular Bacilos cortos y
(48 h) Borde: Entero curvos, Gram

Elevacién: Elevada negativos

Superficie: Lisa

Consistencia: Suave

Brillo: Brillante

Luz transmitida:

Translucida

Color: Blanco-Beige
C10 Forma: Circular Bacilos cortos
(48 h) Borde: Entero Gram negativos

Elevacion: Elevada

Superficie: Lisa

Consistencia: Suave

Brillo: Brillante

Luz transmitida:

Translucida

Color: Blanco -Beige
C11 Forma: Circular Morfologia
(24 h) Borde: Entero microscépica

Elevacion: Plana
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Mate

Luz transmitida: Opaca
Color: Café ocre

sugerente  de
levaduras
pequefas
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C12 Forma: Circular Levaduras

(48 h) Borde: Entero elipsoidales
Elevacién: Plana Gram positivas
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Translucida

Color: Blanco-Crema

C13 Forma: Circular Cocobacilos

(24 h) Borde: Entero ordenados en
Elevacién: Convexa tétradas y en
Superficie: Lisa diplos Gram
Consistencia: Suave negativos
Brillo: Mate

Luz transmitida: Opaca
Color: Amarillo

Potencial hidrolitico

El crecimiento de las cepas en los medios ACT y AC se tomé como evidencia de la utilizacion de la
carboximetilcelulosa como fuente de carbono y se considera que presenta actividad celulolitica,
debido a que al agregar la solucion de rojo congo al 0.1% no mostrd la aparicion de halos claros

El didmetro de las colonias crecidas en el medio ACT se presenta en la Tabla 14y en AC en la Tabla
15, indicando el tiempo de crecimiento, los didmetros promedios de las colonias y la desviacion
estandar. Ademas, se realizd la comparacion del crecimiento entre las diferentes formulaciones de
los medios, se puede observar un mejor crecimiento en el medio ACT (con presencia de triptona).
La comparacién se realizé para confirmar que el principal sustrato para los microorganismos sea la
carboximetilcelulosa. Las cepas muestran crecimiento en menor tiempo (24 h a 48 h) cuando son
crecidas en el medio ACT, mientras que crecen en 4 dias cuando se siembran en medio AC, razon
por la cual se dejé un mayor tiempo en incubacién para poder observar y medir las colonias
sembradas y hacer la comparacién. En la Tabla 14 se muestran las cepas con actividad celulolitica
en medio ACT, el didmetro promedio de las colonias y la desviacién estandar (SDT) de los didmetros
alos 9 dias.

Tabla 14. Crecimiento de cepas con actividad celulolitica en el medio ACT con incubacion a 28°C.

Cepa en Tiempo de Diametro de |Ia
medio ACT | crecimientos (dias) | colonia (mm) + SDT
9 9 3.9+0.1398
C10 9 6.5 +0.4714
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c11 9 1.4 +0.0949
c12 9 3.7 +0.2530
c13 9 3.9 +0.2025

Comparacion de crecimiento de cepas con actividad
celulolitica en medio ACT a 28°C durante 9 dias

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00

I I .
2.00 I =
= gt D00 e Tl 0 Ml B
i .
0.00

Dial Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia 7 Dia 8 Dia 9

Diametro de la colonia (mm)

Tiempo de incubacion

mC9 mCl0 C11 C12 mcCi13

Grdfica 7. Comparacion de crecimiento de cepas con actividad celulolitica en medio ACT a 28°C durante 9 dias.

De acuerdo con la Grdfica 7 se determina que ante la presencia triptona la cepa con mejor
crecimiento es la cepa C10 (ACT).

En la Tabla 15 se muestran las cepas en medio AC los didmetros promedio de las colonias y la
desviacidon estandar (SDT) de los didmetros al dia 9.

Tabla 15. Crecimiento de cepas con actividad celulolitica en el medio AC a 28°C.

Cepa en Tiempo de Diametro promedio de
medio AC crecimiento (dias) | las colonias (mm) + STD
(6] 9 1.46 + 0.0843
C10 9 1.23 + 0.0949
C11 9 1.62 +0.1549
C12 9 2.00 + 0.0675
C13 9 1.55+0.0972

En la Grdfica 8 se muestra la evolucién del crecimiento de las cepas con actividad celulolitica durante
9 dias en el medio AC. De acuerdo con la Grdfica 8 la cepa C12 mostré mejores resultados de
crecimiento en condiciones de nutricidén mas estrictas, es decir, triptona (medio ACT). Es importante
destacar que las cepas C9, C11 y C13 muestran un mayor crecimiento del dia 8 al 9 con respecto a
los dias anteriores, probablemente debido a su tiempo de adaptacidn.
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Comparacién de crecimiento de cepas con actividad
celulolitica en medio AC a 28°C durante 9 dias
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00 == x - ES
1.00 I i ; I I
" aaill mafld wERNE ERECN WOE 1 il i “
Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia7 Dia 8 Dia 9

Tiempo de incubacién

Didmetro de la colonia (mm)

mC9 mCl0 mC11 Cl12 mC13

Grdfica 8. Comparacion del crecimiento de cepas con actividad celulolitica en medio AC a 28°C durante 9 dias.

Se muestra en la Grdfica 9 y Grdfica 10 la comparacidn de las cepas con actividad celulolitica con
presencia y ausencia triptona, es decir, en medio celulosa ACT y ausencia de triptona en medio AC.
Se determina que las cepas con presencia triptona muestra un crecimiento mas rapido a las mismas
condiciones de incubacidn que las que no presentan triptona.

Comparacion de crecimiento de cepas C9, C10y C11 en
diferentes medios ACT y AC a 28°C durante 9 dias

8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00

I
2.00 III I
1.00 z
0,00 i“ iiiI“I ii T | liiIiiI i “i

C9 (ACT) C9 (AC) C10 (ACT) €10 (AC) C11 (ACT) C11 (AC)
Cepas

Diametro de la colonia

EDial mDia2 mDia3 Dia4 mDia7 ®Dia8 HDia9

Grdfica 9. Comparacion de crecimiento de cepas C9, C10 y C11 en diferentes medios ACT y AC a 28°C durante 9.
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Comparacién del crecimiento de cepas C12 y C13 en

diferentes medios ACT y AC a 28°C durante 9 dias

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00

Diametro de la colonia

C12 (ACT)

EDial ®mDia2

C12 (AC)

Dia 3

Cepas

Dia4 ®mDia7 ®mDia8 HDia9

C13 (ACT)

2.00
II il I“ “ TH [
0.00 i

C13 (AC)

Grdfica 10. Comparacion de crecimiento de cepas C12 y C13 en diferentes medios ACT y AC s a 28°C durante 9 dias.

A partir de las graficas anteriores (Grdfica 9 y Grdfica 10) se determina que, para todas las cepas,
excepto la C11, ante la presencia de triptona (medio ACT) el crecimiento de las colonias aumenta

considerablemente y conforme pasa el tiempo la diferencia se vuelve mas grande.

Se presenta la Tabla 16 donde se muestra el crecimiento de las cepas celuloliticas ordenadas de

mayor a menor crecimiento.

Tabla 16. Crecimiento de cepas con actividad celulolitica incubadas a 28°C, ordenadas de mayor a menor.

Medio | Cepa Tier.np.o de Diémetro.de
crecimiento la colonia
ACT Cc10 9 dias 6.50
ACT C13 9 dias 3.99
ACT c9 9 dias 3.92
ACT Cc12 9 dias 3.72
AC Cc12 9 dias 2.03
AC Cc11 9 dias 1.62
AC C13 9 dias 1.55
ACT C11 9 dias 1.47
AC c9 9 dias 1.46
AC C10 9 dias 1.23

En la Tabla 17 se muestran las placas a las cuales se les realizé la medicion de los didmetros de las

colonias.
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Tabla 17. Pruebas de potencial hidrolitico de la actividad celulolitica a 28°C.

Sembrado en medio ACT

Cepa | Tiempo de
crecimiento (dias)

9 9

C10 9

Cl1 9

C12 9

C13 9

Sembrado en medio AC
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Las condiciones para un crecimiento éptimo se determinaron a una incubacién de 28°C durante 24
h para las cepas P14, P15, P16y P17 y a 48 h para las cepas P19, P22 y P23. En |la Tabla 18 se muestra
la descripcidn de la morfologia colonial, morfologia microscdpica y las imagenes de las cepas al

microscopio dptico con un aumento de 100x.

Tabla 14. Descripcion de las cepas con actividad pectinolitica, crecidas a 28°C.

Cepa

(Tiempo de
incubacion)

Morfologia colonial

Morfologia
microscopica

Foto al microscopio Optico a un
aumento de 100x

P14
(24 h)

Forma: Irregular
Borde: Ondulado
Elevacion: Elevada
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante
Luz transmitida:
Translucida

Color: Beige-caqui

Bacilos
medianos, Gram
negativos

P15
(24 h)

Forma: Circular
Borde: Entero
Elevacion: Elevada
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Translucida

Color: Beige —caqui

Bacilos cortos y
gruesos, Gram
negativos

P16
(24 h)

Forma: Irregular
Borde: Ondulado
Elevacion: Elevada
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Translucida

Color: Beige- crema

Bacilos cortos,
gruesosy
grandes, Gram
negativos

INTERNAL
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P17 Forma: Circular Bacilos cortos y

(24 h) Borde: Entero gruesos
Elevacion: Plana (similares a
Superficie: Lisa cocobacilos),
Consistencia: Suave Gram negativos
Brillo: Brillante
Luz transmitida:
Translucida
Color: Blanco-Crema

P19 Forma: Circular Levaduras

(48 h) Borde: Entero elipsoidales,
Elevacion: Elevada medianas, Gram
Superficie: Lisa positivas
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante
Luz transmitida:
Translucida
Color: Crema — Beige
claro

P22 Forma: Circular Levaduras

(48 h) Borde: Entero elipsoidales mas
Elevacién: Convexa alargadas, Gram
Superficie: Lisa positivas
Consistencia: Suave
Brillo: Mate
Luz transmitida:
Translucida
Color: Crema— Beige
claro

P23 Forma: Circular Levaduras

(48 h) Borde: Entero elipsoidales

Elevacion: Elevada
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Translucida

Color: Beige claro

apiculadas Gram
positivas
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P24 Forma: Circular Levaduras

(24 h) Borde: Entero redondeadas
Elevaciéon: Elevada Gram positivas
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Translucida

Color: Beige claro

Potencial hidrolitico

El crecimiento de las cepas con capacidad pectinolitica iUnicamente se diferencid por la formulacion
de los medios, ya que fueron incubadas a las mismas condiciones (28°C) hasta que presentaron
crecimiento. Se planted inicialmente revelar los halos de degradacion con el uso de lugol al 25%
sobre la placa; sin embargo, a pesar de lo indicado en la bibliografia, este método no mostré los
resultados esperados, siendo necesario demostrar que el sustrato principal para su crecimiento
fuera la pectina, restringiendo asi el medio original de pectina APNET a solo dos componentes (agar
bacterioldgico y pectina) obteniendo el medio AP.

En la Tabla 19 se muestra el crecimiento de las cepas en medio pectina APNET, el valor promedio
de los didmetros de las colonias a las 24 h de incubacién y la desviacién estandar (SDT) de los valores
de los diametros.

Tabla 15. Crecimiento de cepas con actividad pectinolitica en medio de pectina APNET con incubacion a 28°C.

Cepa en medio Tiempo de Diametro de la
APNET crecimiento colonia (mm) + SDT
P14 24 h 2.70 +0.48
P15 24 h 3.10+0.32
P16 24h 3.00 + 0.00
P17 24h 3.00 + 0.00
P19 24h 2.60 +0.52
P22 24h 2.36+0.19
P23 24 h 2.20+0.35
P24 24 h 2.45 +0.50
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Comparacion de crecimiento de cepas con actividad
pectinolitica en medio APNET a 28°Ca 24 h

__4.00
€ 3.50

£ 300

©

g 2.50

S 2.00

© 1.50

°©

% 1.00

P 0.50

43 0.00

€ P14 P15 P 16 P17 P19 P22 P23 P24
O

=) Cepa

Grdfica 7. Comparacion de crecimiento de cepas con actividad pectinolitica en medio pectina APNET a 28°C por 24h.

En el Grdfico 11 se observa que el crecimiento de cepas con actividad pectinolitica presenta buenos
resultados en el medio APNET, destacando las cepas P15, P16 y P17 con un mejor crecimiento,
observando que no existe una gran diferencia en el crecimiento del resto de las cepas.

En la siguiente Tabla 20 se encuentran los resultados del valor promedio de los diametros de las
colonias de las cepas con actividad pectinolitica en medio pectina AP a los 7 dias (dias en los que se
mantuvo en incubacion y se presentd un crecimiento apreciable), asi como la desviacién estandar
(SDT).

Tabla 16. Crecimiento de cepas con actividad pectinolitica en medio de pectina AP con incubacion a 28°C.

Cepa Tier:np.o de Dié.metro dela
crecimiento | colonia (mm) + SDT
P14 7 dias 1.00 + 0.00
P15 7 dias 1.30+0.35
P16 7 dias 1.45 + 0.50
P17 7 dias 1.60 + 0.39
P19 7 dias 2.65 +0.58
P22 7 dias 1.91+0.17
P23 7 dias 2.83+0.33
P24 7 dias 2.55+0.32
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Crecimiento de cepas con actividad pectinolitica en
medio AP a 28°C por 7 dias
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Grdfica 8. Comparacion de crecimiento de cepas con actividad pectinolitica en medio AP a 28°C por 7 dias.

El Grdfico 12 muestra un crecimiento mds favorable para las cepas P19, P23 y P24, siendo las Unicas
cepas que logran pasar los 2 mm de didmetro, acercandose al crecimiento de las mismas cepas, pero
en medio APNET.

Con fines comparativos, se presenta en la Grdfica 13 y Grdfica 14 con las dos formulaciones de
medio de pectina APNET (barras en color naranja) y AP (barras en color azul). El crecimiento de las
cepas en el medio denominado APNET esta determinado a 24h, mientras que el crecimiento de las
cepas en el medio denominado AP estd determinado a los 7 dias. Esta comparacion se realiza en
diferentes tiempos debido a que fue el tiempo en el que se presentd un crecimiento similar para las
cepas presentes en medio AP a las presentes en el medio APNET. Considerando que la formulaciéon
en el medio APNET cuenta con mas constituyentes que el medio AP, se muestra un crecimiento
considerablemente mayor en el medio AP en un menor tiempo (24 h). Se destaca que en las cepas
P19, P22, P23 el cultivo en presencia de triptona muestra igual crecimiento a las 24h que en las
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cepas crecidas sin triptona pero a 7 dias, por lo que se recomienda valorar el crecimiento con
triptona por 7 dias.

Comparacion del crecimiento de cepas P14, P15, P16y
P17 en diferentes medios APNET y AP a 28°C.

4.00
3.50

3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50 .
0.00
P14 P15 P16 P17

Cepa

Didmetro de la colonia (mm)

B APNET (24 h) m AP (7 dias)

Grdfica 9. Comparacion de crecimiento de cepas P14, P15, P16 y P17 en diferentes medios APNET y AP a 28°C.

Comparacion del crecimiento de cepas P19, P22y P23
en diferentes medios APNET y AP a 28°C

4.00
3.50
3.00

2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00
P19 P22 P23 P24

Cepa

Didmetro de la colonia (mm)

mAPNET (24 h) ®AP (7 dias)

Grdfica 10. Comparacion de crecimiento de cepas P19, P22, P23 y P24 en diferentes medios APNET y AP a 28°C.

Se determina a partir de las Grdficas 14 y Grdfica 15 que, a pesar de optar por dejar incubadas 7
dias mas las cepas en el medio AP a comparacion de 24 h en el medio APNET Unicamente las cepas
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P19, P22, P23 y P24 lograron alcanzar el crecimiento que se logré en las primeras 24 h en el medio
APNET mientras que para el resto de las cepas con actividad pectinolitica la diferencia de
crecimiento fue considerable.

En la siguiente Tabla 21 se muestran los valores de crecimiento de didmetros de las cepas con
actividad pectinolitica ordenados de mayor a menor.

Tabla 17. Crecimiento de cepas con actividad pectinolitica ordenadas de mayor a menor incubadas a 28°C.

Medio Cepas Tier:np.o de Dia’me.tro dela

crecimiento colonia (mm)
APNET P15 24 h 3.10
APNET P16 24 h 3.00
APNET P17 24 h 3.00
AP P23 7 dias 2.83
APNET P14 24 h 2.70
AP P19 7 dias 2.65
APNET P19 24 h 2.60
AP P24 7 dias 2.55
APNET P24 24 h 2.45
APNET P22 24 h 2.36
APNET P23 24 h 2.20
AP P22 7 dias 1.91
AP P17 7 dias 1.60
AP P 16 7 dias 1.45
AP P15 7 dias 1.30
AP P14 7 dias 1.00

En la Tabla 22 se muestran las placas a las cuales se les realizé la medicion de los didmetros de las
colonias.

Tabla 18. Pruebas de potencial hidrolitico de la actividad pectinolitica a 28°C.

Crecimiento de cepa en medio APNET Crecimiento de cepa de medio AP
Cepa Tiempo de T|er.np.o de
. Prueba crecimiento Prueba
crecimiento (h) ,
(dias)

P14 24
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P15 24
P16 24
P17 24
P19 24
P22 24
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P23

24

P24

24
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Se aislaron solo dos cepas con actividad lipolitica, las condiciones dptimas de crecimiento para las

cepas fueron a una incubaciéon de 28°C por 24h. En la Tabla 23 se muestra la descripcién de la

morfologia colonial y morfologia microscépica; asi como las imagenes de las cepas al microscopio

Optico con un aumento de 100x.

Tabla 23. Descripcion de las cepas con actividad lipolitica.

Foto al microscopio Optico a un

aumento de 100x

Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante

Luz transmitida:
Opaca

Color: Blanco-Beige

Cepa | Descripcion Descripcion
macroscépica microscoépica
T30 Forma: Circular con Cocobacilos
swarming Gram
Borde: Entero negativos
Elevacion: Convexa
Superficie: Lisa
Consistencia: Suave
Brillo: Brillante
Luz transmitida:
Opaca
Color: Blanco-Beige
T31 Forma: Circular Levaduras
Borde: Entero elipsoidales

Gram positivas

Para la obtencién de los halos de degradacién, se optd por utilizar el colorante rojo de metilo (0.2
g/l en etanol al 96%) directamente en la preparacion del medio AT-80.

En la Tabla 24 se muestra el valor promedio del indice de potencia (IP%) de ambas cepas, asi como
la desviacién estandar (SDT) de los indices de potencia individuales de cada colonia.

INTERNAL

Tabla 194. indice de potencia de cepas T31 y T30 incubadas a 28°C.

Cepa Tiempo de indice de Potencia (IP STD
crecimiento (h) %)
T30 24 203.3 22.04
T31 24 144.2 18.04
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indice de potencia de degradacion lipidica (IP%)
T30vs T31
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Cepa

Grdfica 115. indice de potencia de degradacion (I1P%) T30 vs T31.

De acuerdo al Grdfico 15 se observa una mejor degradacion lipidica para la cepa T30 en las primeras
24 h.

Enla Tabla 25 se presentan las pruebas de degradacion correspondientes a la actividad lipolitica en
las 24 h de incubacién a 28°C para las cepas T30y T31

Tabla 25. Pruebas de potencial hidrolitico de la actividad lipolitica.

Cepa | Tiempo de Prueba 1 Prueba 2
crecimiento (h)

T30 24
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T31

24

VIII. I EVALUACION DE LA DEGRADACION DE MATERIALES CELULOSICOS
La evaluacién de la degradacion de materiales celuldsicos se llevd a cabo en los medios Agar 1 (ARC),
Agar 2 (ATRC) y Agar 3 (ATC) con las cepas C9, C10, C11, C12 y C13, las cuales presentaron actividad
celulolitica.

Se sembraron los respectivos aislados o cepas (C9, C10, C11, C12 y C13) en cada tipo de agar. Las
cepas C9, C10 y C13 presentaron un mejor crecimiento en los agares Agar 2 (ATRC) y Agar 3 (ATC),
se incubaron a 28°C. Se muestran en la Tabla 26 las pruebas con material celuldsico para cada cepa.

Tabla 26. Pruebas de degradacion de material celuldsico por las cepas con actividad celulolitica, incubadas a 28°C a las

48 h, en las placas con mayor densidad colonial se puede observar una disminucion en la coloracion del agar.

Cepa

c9

Agar 1 (ARC)
P N\

C10

C11

Agar 2 (ATRC)

A

Agar 3 (ATC)
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C12

Ci3

El crecimiento ante la presencia de triptona se presenté en un menor tiempo (24h a 48 h) que sin
presencia de triptona. Sin embargo, la degradacion de material celulésico se observé en mayor
proporcién en ausencia de triptona, revelado por el rojo congo en la placa, lo cual sugiere que la
triptona estaba siendo utilizada como fuente de carbono en un inicio por parte de los
microorganismos. Las tinciones de Gram se realizaron a los 18 dias de incubacién de las placas; asi
se corroboré el crecimiento y formacién de colonias, las cepas C9, C10, C11 y C12 presentaron un
crecimiento poco perceptible en el agar sin | triptona, la tincién de Gram confirmd su presencia. En
la Tabla 27 se presentan las evaluaciones del material celuldsico a los 18 dias, Unicamente para el
medio Agar 1 (ARC) y Agar 2 (ATRC). La evaluacion de la degradacién de material celulésico se basé
en la aparicion de halos claros en los medio Agar 1 (ARC) y Agar 2(ATRC), representando la
degradacion del material celulésico, el cual forma complejos con el rojo Congo.

Tabla 27. Evaluacidn cualitativa de cepas con actividad celulolitica de material celulésico con rojo congo incubados a
28°C durante 18 dias. La placa mostrada a la izquierda presenta Agar 2 (ATRC) y el de la derecha Agar 1 (ARC).

Cepa Evaluacidn de material celuldsico

Control

c9
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C10

Ci1

C12

C13

La cepa C13 fue la que presentd un mayor crecimiento a las 24 h en el medio Agar 2 (ATRC)y 72 h
(ARC) para el medio Agar 1 (ARC). Por su parte, las cepas C9 y C10 mostraron un buen crecimiento
alas 48 h en el Agar 2 (ATRC) mientras que en el Agar 1 (ARC) el crecimiento fue poco perceptible a
los 18 dias. Las cepas C11 y C12 tardaron 48 h en crecer en medio Agar 2 (ATRC) y en medio Agar
1(ARC) fue poco perceptible el crecimiento a los 18 dias.

La evaluacion de degradacion de material celuldsico indica que las cepas C12, C11y C13 presentaron
de manera cualitativa una mayor degradacidon mediante la presencia de halos claros en ambos
medios, se destaca que la cepa C12 fue la que presentd mejores resultados siguiendo con C11y C13
respectivamente.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Se obtuvieron 7 cepas o aislados, de los cuales cinco (A2, A3, A4, A5 y A7) morfoldgicamente fueron
bacilos Gram negativos; un microorganismo tiene apariencia microscdpica de actinomiceto Gram
negativo (A6) y una levadura Gram positiva (A8). De los 7 aislados, solo cuatro (A4, A5, A6 y A7)
presentaron halos de degradacién visibles, de los cuales se puede destacar que en su mayoria se
presenta un aumento minimo de indice de potencia (IP%) ante la presencia de triptona en el medio
(AAT), lo sugiere que este componente no tiene un efecto considerable en la actividad enzimdtica o
produccién de enzima; sin embargo, el efecto de la temperatura si afecta directa y
considerablemente el indice de potencia, por ejemplo, a una temperatura de 37°C el aislado o cepa
A5 a la 48 h presenta un IP(%) con un valor de 1380 %. mientras que a una temperatura de 5°C
presento un valor de 325%. Los aislados o cepas que no presentaron halos de degradacién y se
midié Unicamente el didmetro de la colonia, ante la presencia de triptona mostraron un aumento
de crecimiento considerable en la cepa A2, esta cepa en el medio AAT de 2.7 mm vy sin presencia de
triptona, la cepa A2 en el medio AA de 1.5 mm incubadas durante 48 h a 28°C, mostrando asi un
aumento considerable, mientras a 5°C por 48 h para la misma cepa A2 en medio AAT se presentd
un valor de 2.0 mm y para A2 en medio AA un valor de 1.6. Asi se puede determinar que, para esta
cepa, el efecto de la presencia de triptona es mas significativo que el efecto de la temperatura. Sin
embargo, en las cepas A3 y A8 ambos factores presentan efectos minimos que no son
representativos.

El aislado A6 (AAT) presentd mejor actividad a 37°C, presentando un IP 880 % a las 24 hy 1620 % a
las 48 h, sin embargo, las cepas A5 y A7 presentan valores muy cercanos del indice de potencia a la
cepa A6. Guzman, Zambrado, Rivera, Roddn, Silva & Pérez (2015) evaluaron microorganismos
aislados de agricultura organica y su capacidad amilolitica; el aislado AO-19 presentd caracteristicas
del género Bacillus ssp., el cual fue incubado a 37°C por 72 h, mostrando un halo de hidrélisis de
8.08 mm. Comparando los aislados obtenidos, se determina que presenta una capacidad hidrolitica
similar al aislado A4 (incubado a 28°C por 48 h), que presentd un halo de hidrélisis de 8.7 mm en un
medio mas enriquecido como lo fue el ATT y en condiciones mas estrictas de nutrientes como lo es
el medio AA, el valor de los halos de hidrolisis es de 7.1 mm. Mientras que los aislados A5, A6 y A7
presentaron halos de hidrdlisis similares al registrado por Guzman et al., 2015, en las primeras 24 h:
A5 en AAT (8 mm), A5 en AA (8.9 mm), A6 en AAT (9.8 mm), A6 en AA (8.1 mm), A7 en AAT (8.2 mm)
y A7 en AAT (8.1 mm). Aumentando al doble o cercano sus valores de los halos de hidrélisis a las 48
h: A5 en AAT (15.8 mm), A5 en AA (14.8 mm), A6 en AAT (17.2 mm), A6 en AA (13.2 mm), A7 en AAT
(15.5 mm) y A7 en AA (13.8 mm). Por otra parte, da Costa, da Rosa, Wastowski, Soriani, Locatelli, da
Silva & Bones (2021) reportaron a la bacteria Bacillus cereus silvestre incubada a 37°C por 24 h, la
cual fue aislada de la planta Edychium choronarium, esta bacteria presenté un indice de Amilosis
(1A) de 3.3; los autores obtienen este indice bajo la relacion entre “didmetro del halo de amilosis y
didmetro de la colonia”. Ademas, indican que, si el valor es mayor a 2, denota una excelente
capacidad amilolitica. Representando los indices de potencia de los aislados (A4, A5, A6, A7) en
términos del indice de amilosis (IA) como lo describen da Costa et al., obtenemos las siguientes
equivalencias de la actividad amilolitica en las primeras 24 h en medio AA y AAT: A4 en AAT (4.0),
A4 en AA (3.5), A5 en AAT (7.0), A5 en AA (7.9), A6 en AAT (8.8), A6 en AA (7.0), A7 en AAT (7.15) y
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A7 en AA (7.1). Comparando los indices, se puede determinar que los aislados A5, A6 y A7 duplican
el indice de la degradacién de la bacteria Bacillus cereus silvestre, mostrando mejor actividad.

Debido a que los aislados A2, A3 y A8 no presentaron halos de degradacién en el medio AAT, se
prepard un medio, el medio AA, que Unicamente presentaba agar bacterioldgico al 2 % y almidén al
0.5 % para observar si presentaban crecimiento usando el almidén como sustrato. Sin embargo, este
tampoco presentd halo de degradacién, pero si el crecimiento de los microorganismos aislados.
Valencia, Quevedo, Franco, Diez, Parra & Rodriguez (2011) sugieren que la falta de visualizacién de
los halos de hidrdlisis puede deberse al uso de agentes gelatinizantes como el agar bacteriolégico,
el cual puede actuar como inhibidor de las enzimas amiloliticas de los aislamientos, dificultando la
liberacion de glucosa. Ademas, indican que las fuentes de nitrogeno organico favorecen la
produccién de enzimas como a-amilasas. Al limitar al agar AA de estas fuentes de nitrégeno y con
la utilizacion de un sustrato sélido, puede dar como resultado la falta de expresién enzimatica para
los aislados A2, A3 y A8.

Valencia et al. (2011) reportaron actividad amilolitica para aislamientos pertenecientes al género
Fusarium, realizaron pruebas cualitativas y cuantitativas, en las pruebas cualitativas se realizaron en
agar almidén incubado a 30°C y se buscé medir el halo de degradacién durante los primeros 2 dias
y a los 4 dias, sin embargo, no se presentd halos de hidrélisis o de degradacién, pero al realizar las
pruebas cuantitativas realizadas en caldo almidén y condiciones de agitacién (mejorando el
contacto sustrato- enzima y mejorando la transferencia de oxigeno) se demostré la actividad
amilolitica mediante la cuantificacién de azucares reductores liberados como maltosa o glucosa que
surgen de la hidrdlisis del enlace a-1,4-o-glucosidico causado por las a-amilasas o la accion
hidrolitica de las B-amilasas o glucosidasas. Asi los aislados A2, A3 y A8 pudieran presentar un mejor
rendimiento de la actividad enzimdtica bajo otras condiciones como uso de caldo, agitacion y
fuentes de nitrégeno orgdnico.

Da Costa et al., 2021, destacan condiciones importantes de la actividad enzimdtica, como una mayor
actividad amilolitica en almiddn de papa en comparacion con el almidén de maiz y trigo; se observd
gue en medio YPD ante la presencia de NaCl se inhibidé su crecimiento y ante una variaciéon de
temperatura la caracterizacion de las colonias cambié. Los aislados trabajados en este estudio se
trabajaron en almidén de maiz, observando que, al cambio de condiciones y nutrientes, existia una
variacion de color, tamario e incluso forma.

Se hallaron 8 aislamientos, de los cuales 4 presentaron caracteristicas de bacilos Gram negativos
(P14, P15, P16y P17) y 4 levaduras Gram positivas (P19, P22, P23 y P24). A pesar de lo indicado en
la literatura, ninguno de los aislados mostré halos visibles de degradacidon o hidrélisis ante la
presencia de lugol al 25%, por lo cual Unicamente se reporta el crecimiento de las colonias en dos
medios de pectina con diferente composicidn. El primer medio APNET (descrito anteriormente) con
mayores componentes y el medio AP, donde Unicamente estaba compuesto por agar bacterioldgico
y pectina para asegurar el crecimiento del microrganismo usando como Unico sustrato la pectina, el
cual es el polimero de interés.

Ante la presencia de un medio mas completo APNET, el cual presenta mas componentes, se observa
la presencia de colonias a las 24 h a una temperatura de 28°C y no existen diferencias significantes

79



INTERNAL

entre el crecimiento de los diferentes microorganismos; las cepas P15 (3.10 mm), P16(3.00 mm) y
P17(3.00 mm) destacan mayor crecimiento ante las cepas P14 (2.70 mm), P19 (2.60 mm), P22 (2.36
mm), P23 (2.20 mm) y P24 (2.45 mm). Para el cultivo en el medio AP se mostré un menor
crecimiento. Se realizé la medicién de los didmetros de las colonias a los 7 dias de incubacién a 28°C,
ya que fue el tiempo en el que observd un considerable crecimiento; sin embargo, a pesar de que la
cantidad de dias fue superior a la establecida en el medio AP, solo algunas cepas como la P19 (2.65
mm), P23 (2.83 mm) y P24 (2.55 mm) lograron tener valores similares mientras que las cepas
restantes no lograron pasar los 2 mm de diametro en sus colonias.

Valencia et al. (2011) evalué las actividades enzimaticas de cepas de Fusarium spp., aisladas de
lesiones humanas, animales (canino y bovino) y vegetales (tomate y clavel) incubados durante 4 dias
a 30°C. Se realizaron pruebas cualitativas y cuantitativas; ambas presentaron resultados, mostrando
halos de degradacidn y acido galacturénico como azucar reductor. Se destaca de este estudio el
aislado “313” identificado como F. oxysporum (aislado del clavel) que presenta un buen halo de
hidrdlisis; sin embargo, en las pruebas cuantitativas, presenta bajos rendimientos de 4cido
galacturdnico. En otro caso como el aislado 314 identificado como F. oxysporum (aislado del clavel),
ocurrié lo contrario, donde el halo de hidrdlisis fue minimo, pero a nivel cuantitativo fue mejor. Otro
aspecto importante de mencionar son las fuentes de donde se obtuvieron los aislados. Se
presentaron mejores resultados en los de origen animal, ya que todos presentaron actividad
hidrolitica, seguido de los de vegetal con un 70% y los de origen humano, que presentan el 60% de
los aislados con actividad hidrolitica. Otros autores como Shoily, Fatema, Dina, Biswas, Haque,
Rahman & Sajib (2023) reportan actividad en la especie Burkholderia cepacia incubada a 37°C por
48 h, mostré capacidad pectinolitica al mostrar zonas claras mediante el ensayo con rojo congo al
0.1%, seguido de la decoloracién con la solucion de NaCl 1M. Como prueba cuantitativa se evalud
el extracto enzimatico; se registraron altos rendimientos a temperaturas entre 30°C y 40°C, con
cantidades superiores a 100 mg por litro de azicar reductor. Destacando asi que la falta de
expresion de halos de degradacién no indica necesariamente la falta de degradacién de la pectina,
se debe complementar con pruebas de medicién de azucares reductores.

Guzman et al. (2015) encontraron Bacillus ssp. con actividad pectinolitica aislada de la agricultura
orgdnica, la cual mostré un halo de hidrélisis de 1.7 mm; la cual se incubd a 37°C por 72 horas.
Mostrando una actividad hidrolitica cualitativamente mayor a los aislados obtenidos en este
trabajo, pero en un mayor tiempo y temperatura. La falta de respuesta de la expresion cualitativa
de la actividad pectinolitica de los aislados presentados en este trabajo (P14, P15, P16, P17, P19,
P22, P23y P24) puede deberse a la composicidn de los medios bajo los cuales fueron cultivados. Asi
se comparan los medios ocupados en este estudio y en el estudio de Guzman et al.

1. Valencia et al. (2011), la formulaciéon esta dada por los siguientes componentes: 10 g/l de
pectina citrica, sulfato de amonio 0.5 g/l, cloruro de calcio 0.5 g/l, fosfato monobasico de
potasio 0.1 g/l, fosfato dibasico de potasio 0.1 g/l y agar 15 g/I.

2. Guzman etal. (2025), la formulacidn esta dada por los siguientes componentes: agar pectina
al 1,0% (p/v), sulfato de amonio 0.05%, cloruro de calcio 0.05%, fosfato monobasico de
potasio 0.01%, fosfato dibasico de potasio 0.01% y agar 1.50%.

3. Shoily et al. (2023), la formulacién esta dada por los siguientes componentes: medio agar
minimo con 0.5% de pectina como Unica fuente de carbono. Se inoculé Escherichia coli no
pectinolitica como control. La cepa fue incubada a 37°C durante 48 h y posteriormente se
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revelaron los halos de degradacién revelados con rojo congo al 0.1% (p/v) en agua, seguido
de la decoloracién con una solucién de NaCl 1M.

4. El presente estudio se realizé bajo la siguiente formulacion: 0. 5 g/l de pectina, 5 g/L de
triptona, 2.5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl, 15 g/| de agar.

Comparando las diferentes formulaciones entre los agares de pectina establecidos en la bibliografia
consultada, se observa que hay presencia de fosfato, el cual puede ser el factor determinante para
la expresion enzimdtica en los aislados de este estudio. Ademas, no se puede descartar que algunos
componentes del medio pueden impedir la visualizacion del halo.

A nivel industrial, Shoily et al. (2023) menciona que las cepas bacterianas productoras de pectinasas
son mas convenientes que las pectinasas fungicas. Las pectinasas fungicas son acidas y no adecuadas
para su uso industrial, que requieren un pH neutro o alcalino. Ademas, son mas convenientes las
pectinasas bacterianas para la industria por la facilidad de ampliacion del proceso, la mejora del
proceso y la aplicacion de otros enfoques modernos para aumentar el rendimiento de la produccion,
por ejemplo, la industria textil.

Se obtuvieron 2 aislados, cocobacilos Gram negativos (T30) y levaduras elipsoidales Gram positivas
(T31). Ambas presentaron actividad lipolitica a las 24 h e incubadas a 28°C. Se observé que tanto a
28°C como a 37°C hubo crecimiento; sin embargo, se decidié incubar a 28°C porque implicaba una
temperatura mas cercana a la temperatura ambiente y menor gasto de energia. El aislado T30 (cocos
Gram negativos) presentd el mayor indice de potencia con 203.3 %, mientras que la cepa T31
(levaduras apiculadas Gram positivas) presenté un valor de 144%.

Otros autores han estudiado la actividad lipolitica, Valencia et al. (2011) realizaron pruebas
cualitativas y cuantitativas para la especie Fusarium spp., usando como sustrato yema de huevo al
2%, en las pruebas cualitativas no se mostré halos de degradacion, se adicionaron fuentes de
nitrégeno organicas como peptona o extracto de levadura a concentraciones de 2,5 g/l con el fin de
inducir a la produccién de enzima; sin embargo, los resultados fueron bajos. Asi dedujeron que el
sustrato tal vez contiene lipidos o aminodcidos capaces de inducir la formacion de lipasas en la
especie Fusarium spp.; sin embargo, no desestiman que tanto el sustrato como el solvente
empleados en la reaccidon enzimatica pudieron, en cierta forma, inhibir la expresién de las posibles
enzimas producidas por los aislamientos de Fusarium ssp., debido a que se ha reportado la
produccién de una esterasa por Fusarium oxysporum y encuentran que cuando se usa como
sustrato p-nitrofenil-laurato y p-nitrofenil-palmitato, la actividad de la enzima es nula. Ademas,
sefialan que para esta especie de hongo las enzimas necesitan ser inducidas por el uso de sustratos
inductores como los aceites. En otro estudio realizado por Baur, Krewinkel, Kranz, von Neubeck,
Wenning, Scherer & Fischer (2015), cuantifican la actividad de las esterasas y lipasas de 321 aislados
de leche crudaincubados a 15°C por 7 dias. La actividad se determind en los sobrenadantes después
de la centrifugacidn; la actividad mas alta se presentd por Acinetobacter guillouiae con 44,2 + 16,9
RFU (Unidades Relativas de Fluorescencia) s ™t mL ~. También presentaron actividad Pseudomonas,
Candida zeylanoides y Lactococcus raffinolactis. A su vez, Tanasupawat, Phoottosavako &
Keeratipibul (2015) reportan bacterias lacticas aisladas de carne fermentada tailandesa como
Lactobacillus pentosus, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus lolii, Leuconostoc fallax, Weissella
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thailandensis, W. cibaria y W. paramesenteroides; la actividad fue evaluada usando como sustrato
Tween 20, Tween 40, Tween 60 o Tween 80. Los resultados se cuantificaron mediante el
sobrenadante como enzima cruda; se observa que de los sustratos utilizados todos presentaron
buenos resultados, pero variaban entre los aislados. Pediococcus lolii mostré la mayor actividad en
Tween 80 (1,090 * 0,033 U/ml).

La presencia de levaduras lipoliticas se presenta con menor frecuencia que las bacterias, se realiza
una comparacidon morfoldgica entre las levaduras lipoliticas obtenidas en T31 presentando una
morfologia de levaduras elipsoidales Gram positivas con otras levaduras registradas, para descartar
o sugerir encontrar una levadura ya conocida o registrada. Dentro de las levaduras conocidas que
tienen actividad lipolitica, estd la Candida Albicans, que es considerada como un patégeno fungico
humano que genera enzimas lipoliticas extracelulares (Park, Do, & Jung, 2013). Su morfologia se
distingue por tener un aspecto celular redondo u ovoide, y forman pequefos grupos entre las células
(INSST, 2023). De esta forma, la levadura de T31 no presentan la formacién de grupos entre sus
células y tienen una forma elipsoidal, a diferencia de Candida Albicans que si forman grupos
celulares y tienen una forma mas redonda.

Otro ejemplo de levadura con actividad lipolitica importante es la Yarrowia lipolytica, la cual
produce 8 tipos diferentes de lipasa y una de ellas (Lp) en grandes cantidades (Sandoval, Rivera,
Barrera, Casas y Olguin, 2009). Una de las caracteristicas de este microorganismo es su dimorfismo,
presentando forma de levadura e hifas septadas (Barth & Gaillardin, 1997). Es precisamente la
caracteristica anterior lo que descarta a la Yarrowia Lipolytica de una similitud morfoldgica con las
levaduras T31, ya que ésta ultima solo presenta forma de levadura y no hifas septadas.

Por su parte, Candida Antarctica es una levadura que produce dos tipos de lipasas, denominadas
CALA y CALB (Martinez, Cortés, Madrigal y Gonzéles, 2019). Sus células presentan una forma de
levaduras elipsoidales, con conidiogénesis polar y proliferacién simpodial (Sanchez, 2007). En este
caso, las levaduras de T31 coinciden con la forma elipsoidal, pero no presentan la conidiogénesis
polar ni proliferacién simpodial, por lo tanto, tampoco coinciden morfolégicamente.

De las diferentes fuentes consultadas, no se habian registrado de manera cualitativa halos notables
de degradacién de microorganismos aislados de muestras vegetales; en su mayoria, se registraron
de productos cdrnicos y de lacteos. A su vez, se determina que el sustrato es un factor determinante
para la expresidn de la actividad enzimdtica. Cualitativamente, los aislados T30 y T31 presentaron
buenos resultados, por lo cual se podrian realizar pruebas cuantitativas sobre la actividad lipasa
mediante ensayo espectrofotométrico y tener una mejor comparacién con otros microorganismos
presentes en los diferentes estudios.

Se obtuvieron 5 aislados con actividad celulolitica, de los cuales 2 presentaron caracteristicas de
bacilos Gram negativos (C9 y C10), 1 de levadura Gram positivo (C12), 1 cocobacilo Gram negativo
(C13) y 1 cocobacilo Gram variable (C11). Todos los aislados presentaron crecimiento en medio
celulosa AC y ACT; sin embargo, no presentaron halos visibles de degradacién bajo la metodologia
empleada. Hubo un crecimiento mas rapido y mayor de los microorganismos en el medio ACT, en
especial para el aislado C10; para el aislado C11, la diferencia de crecimiento entre los medios no
presentd diferencias notables. Valencia et, al. (2011) registraron Fusarium spp de origen humano,
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animal (canino y bovino) y vegetal (tomate y clavel) con actividad celulolitica, la cual, se revelé de
manera cualitativa mediante la formacién de halos ante la presencia de rojo congo y de manera
cuantitativa mediante la cuantificacidon de azlcares reductores; el tiempo de incubacién fue de 4
dias a 30°C. Se reportod que F. oxysporum obtenido de muestra vegetal (tomate) presentd un mayor
halo de hidrolisis de 1.3 cm al segundo dia, sin embargo, el aislado que obtuvo mejores resultados
en Rendimiento Neto de Glucosa (RNG) lo presentd F. verticillioides, el valor fue medido al cuarto
dia, la muestra fue obtenida de la lesidn de un canino. Sin embargo, los resultados en las pruebas
no difieren considerablemente del origen de donde se obtuvo al aislado. Otro estudio realizado por
Guzman et al. (2015) aislaron 93 microorganismos de zonas de agricultura organica (AO), agricultura
convencional (AQ), bosque artificial (BM), area cafiera (RC) y pilas de compost (AC); 70 de estos
microorganismos se reportaron como bacterias con caracteristicas similares a Bacillus spp., los
cuales presentaron actividad hidrolitica. Se presentaron halos de degradacién revelados con rojo
congo; el halo de hidrdlisis mayor mostrado fue de 12.33 mm incubados a una temperatura de 37°C
por 72 h y condiciones de pH 7. Artha et al. (2019) reportd 20 aislados bacterianos de sedimentos
de estanques de acuicultura con capacidad de producir enzimas extracelulares y bacterias
proteoliticas, amiloliticas y celuloliticas, de las cuales 4 especies se destacaron por su alta capacidad
de hidrdlisis. Se muestran a continuacién los halos de degradacién de celulosa:

Bacillus thurigiensis: halo de hidrdlisis para celulosa de 41 mm.
Bacillus lentus: halo de hidrdlisis para celulosa de 31 mm.
Corynebacterium pilosum: halo de hidrdlisis para celulosa de 44 mm.
Bacillus sphaericus: halo de hidrélisis para celulosa de 28 mm.

Sl o

Comparando los medios usados en los estudios encontrados, se puede observar que existe una
mayor aportacion de nutrientes a los microorganismos, lo que puede sugerir un mejor crecimiento
y expresion de enzimas, dando como resultado una mejor visualizacion de halos de degradacion.

e Valencia et al. (2011) realizaron el medio bajo la siguiente formulacion: 10 g/l de
carboximetilcelulosa, sulfato de amonio 0,5 g/, cloruro de calcio 0,5 g/l, fosfato monobdsico
de potasio 0,1 g/, fosfato dibasico de potasio 0,1 g/l y agar 15 g/I.

e Guzman et al. (2015): carboximetilcelulosa 1,0 %, 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 %

e Artha et al. (2019): Carboxilmetilcelulosa 1,0 %, 15 gramos de agar Bacto, 5 gramos de
peptona Bacto, 1 gramo de extracto de levadura y agua de mar estéril para alcanzar un
volumende 11.

e Enel presente estudio, la formulacién mas completa para el medio ACT estd constituida por
carboximetilcelulosa 1%, agar bacterioldgico 2% y triptona 0.05% mientras que el medio AC
Unicamente cuenta con carboximetilcelulosa al 1% y agar bacteriolégico.

Se puede determinar de esta manera que el medio empleado en este estudio presenta una mayor
restriccion de componentes y nutrientes, lo cual representa dificultades para el crecimiento y
expresion enzimatica de los aislados. Sin embargo, los microorganismos aislados, aun
encontrandose en esta restriccidn, lograron usar como fuente de carbono la celulosa, probando de
esta manera su capacidad celulolitica. A su vez, estos aislados fueron probados en otro tipo de
material celuldsico, mediante un medio creado a través de servilletas de papel como principal
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sustrato o fuente de carbono, donde la expresion de halos de degradaciéon fue notable y
corroborando su actividad celulolitica.

Ramirez & Coha (2003) trabajaron con cepas de actinomicetos a las cuéles se les comprobd su
actividad celulolitica mediante el su crecimiento en dos medios minimos liquidos en los que su Unica
fuente de carbono fueron tiras de papel filtro. Las cepas se incubaron a 45°C (Streptomyces) y 50°C
(Thermomonospora) durante 5 dias en los medios Crawford y McCoy, y en el medio Skinner.

Tras la incubacién, se determind que, de las 158 cepas identificadas, 12 mostraron cualitativamente
una "buena actividad celulolitica”" en el medio Crawford y McCoy, mientras que 4 cepas fueron
clasificadas con esta misma actividad en el medio Skinner. Las cepas obtenidas en este trabajo
presentaron un buen crecimiento a partir de las 48 h, con una temperatura de incubacién de solo
28°C, lo que representa condiciones mas faciles de proporcionar para su desarrollo y actividad
celulolitica

La actividad celulolitica de estos microorganismos puede aprovecharse biotecnolégicamente para
desarrollar métodos sostenibles que mejoren la produccidon de nuevos bioprocesos y productos.
Sutaoney, Nand Rai, Sinha, Choudhary, Gupta, Kumar Singh & Banerjee (2024) indican que los
géneros mas investigados para la produccion de enzimas son Cellulomonas, Clostridium,
Thermomonospora, Trichoderma y Aspergillus. Los microorganismos degradadores de celulosa
tienen aplicaciones biotecnolégicas en:

1. La industria alimentaria para la mejora de extraccion, clarificacién y estabilizacién de zumos;
mejorar la calidad y eficiencia de la produccién de cerveza y del vino. Ademas, sefialan
aplicaciones en la industria agricola para promover el desarrollo de cultivos, Trichoderma
sp.,Chaetomium sp., y Geocladium sp., promueven la mejora de la germinacién de semillas, el
rapido crecimiento de las plantas y los mayores rendimientos agricolas.

2. Industria agricola se han aplicado celulasas para mejorar la calidad del suelo. La integracion de
la paja se ha visto durante mucho tiempo como una tactica crucial para mejorar la calidad del
suelo y reducir la dependencia de los fertilizantes inorganicos, asi el uso de bacterias para la
degradacion de paja presenta una alternativa viable.

3. Entre otras aplicaciones de las enzimas celulasas se encuentran en la industria de la pulpa y
papel durante el proceso del refinamiento en la produccién papel presentando ahorro de
energia y mejorando las cualidades de las hojas de papel.

4. Produccién de bioetanol presentan aplicaciones, debido a que toma varios pasos el transformar
los recursos lignoceluldsicos en productos Utiles y valiosos. Asi el pretratamiento de la biomasa
mediante la hidrélisis de los azlcares simples por celulasas y xilanasas son aplicados para
producir biocombustible.

5. Laaplicacidn en la industria textil se usa para dar acabado a los textiles presentando una mayor
eficiencia. Ademas, estas enzimas celulasas son aplicadas actualmente en detergentes, debido
a que son mas amigables con el medio ambiente en comparacidn con los detergentes quimicos,
aunado a esto los detergentes enzimaticos actuan eficientemente sin requerir temperaturas
elevadas como requieren los detergentes quimicos, dando como resultado una reduccidn en el
consumo de energia, entre otras ventajas que presentan.
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Sutaoney et al. 2024, sefialan que existe una necesidad de explorar mas microorganismos
productores de celulasas que puedan sobrevivir en condiciones duras, ya que pueden ser mas
econdmicos, ambientalmente benignos y sostenibles que los convencionales.
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X. CONCLUSIONES

6. Actividad amilolitica. Conforme a los resultados obtenidos en el presente estudio, se
determinaron un total de 22 cepas o aislados obtenidos de una muestra de hortaliza en
descomposicidn (zanahoria); 7 de los aislados presentaron actividad amilolitica (A2, A3, A4, A5,
A6, A7 y A8), pero Unicamente 4 presentaron halos de degradacidn visible a 48 h (A4 - 765%; A5
- 1480%; A6 - 1620% y A7 - 1450%). Para los otros tres aislados, que presentaron Unicamente
crecimiento de colonia a 48 h (A2 - 2.7 mm; A3 - 2.3 mm y A8 - 2.2 mm) se podria requerir un
cambio de condiciones como lo es el uso de caldos de cultivos en lugar de medios solidos o
incluso agitacidn para una mayor interaccidn sustrato enzima y mejor transferencia de oxigeno.

7. Actividad lipolitica. Se obtuvieron 2 aislados (T30 y T31) con actividad lipolitica empleando
Tween-80 como sustrato, presentando valores de IP (%) de 203.3 % para T30y 144.2% en T31
a 24 h. Comparados con otros sustratos, como Tween-20 o Tween-60, la principal diferencia es
el tipo de acido del cual se constituyen, Tween-20 presenta un acido laurico, Tween-60 un acido
estedrico y Tween-80 un acido oleico.

8. Actividad pectinolitica. Determinada mediante el crecimiento de los microorganismos aislados;
se obtuvieron 8 cepas (P14, P15, P16, P17, P19, P22, P23 y P24) capaces de crecer usando como
sustrato la pectina. Aunque no se pudo visualizar el halo de degradacion, el crecimiento en el
medio implica que puede degradar este sustrato, siendo los que presentaron mejor crecimiento
P15 (APNET) - 3.10 mm, P16 (APNET) - 3.00 mm, P17 (APNTE) - 3.00 mm, debido a que es la
Unica fuente de carbono. Se sugiere la realizacién de pruebas cuantitativas, como la medicién
de azucares rectores. Los aislados encontrados presentan caracteristicas morfoldgicas propias
de bacterias y levaduras.

9. Actividad celulolitica. Se obtuvieron 5 aislados (C9, C10, C11, C12 y C13) que mostraron
crecimiento (3.92 mm, 6.50 mm, 1.62 mm, 3.72mm y 3.99 mm respectivamente) en el medio
con carboximetilcelulosa como Unica fuente de carbono, aunque no hubo halos de degradacion
visibles. De la misma manera, con una fuente de carbono diferente como lo fue la celulosa
presente en el papel comercial de servilletas, el resultado a las pruebas de degradacién fue
favorable, presentando visibilidad de dichos halos de degradacion.

Se destaca que en los aislados en los que no fueron visibles los halos de degradacién, un cambio de
los componentes en los medios o un cambio de medio sdlido de cultivo a caldo de cultivo, podria
favorecer la actividad enzimatica.
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