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Resumen

Titulo: Evaluacion de la actividad celulolitica de bacterias del género Bacillus y su aplicacion

en la degradacion de residuos agroindustriales™

Autores: Lizeth Natalia Gonzalez Grandas, Jose Daniel Meiser Liévano**

Palabras Clave: Bacillus, lignocelulosa, celulasa, degradacion.

Descripcion: Los procesos agroindustriales generan grandes volimenes de residuos
lignoceluldsicos que pueden ser aprovechados como materia prima en otros procesos. La
degradacion de este material puede realizarse mediante diferentes estrategias, entre ellas el uso
de microorganismos capaces de producir enzimas hidroliticas. El presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar la actividad celulolitica de bacterias del género Bacillus y su capacidad para
degradar residuos lignocelulésicos. Las cepas evaluadas pertenecen al cepario del Laboratorio
de Microbiologia y Mutagénesis Ambiental de la Universidad Industrial de Santander (cepario
LMMA-UIS) y fueron sometidas a pruebas de viabilidad y pureza para verificar su pertenencia
al género Bacillus. La actividad celulolitica se evalu6 de forma cualitativa mediante el ensayo
de halo de hidrolisis calculando el coeficiente de hidrolisis (HC) como relacion entre el
diametro del halo y el de la colonia. Posteriormente la actividad celulolitica se determin6 de
forma cuantitativa mediante la cuantificacion de azucares reductores utilizando el método del
acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS). Las pruebas cuantitativas se realizaron utilizando sustratos
comerciales tales como carboximetilcelulosa (CMC) y celulosa cristalina (Avicel), asi como
también se utilizd residuos agroindustriales de cascara de cacao y semillas de acai. Los
resultados evidenciaron diferencias en el desempefio de las cepas frente a los distintos sustratos.
Las cepas UIS122, UIS126 y UIS134 mostraron los mayores valores de actividad celulolitica
sobre sustratos comerciales, mientras que la cepa UIS-122 mostr6é la mayor liberacion de
azucares reductores a partir de residuos agroindustriales (0.604 mg/mL en el cacao y 0.275
mg/mL en la semilla de acai en 2 horas de reaccion). Adicionalmente, los ensayos cualitativos
evidenciaron la formacién de halos de hidrdlisis en las cepas con mayor desempefio, lo cual

fue consistente con los resultados obtenidos mediante el método DNS.

* Proyecto de Grado. Modalidad de investigacion.

** Facultad de ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de ingenieria Quimica. Directora: Viviana Sanchez Torres.
Ingeniera Quimica, PhD. Codirector: Jorge Luis Fuentes Lorenzo. Doctor en ciencias agricolas PhD. Tutor: Edgar
Ricardo Oviedo Ocaifia. Ingeniero Sanitario, MSc, PhD.
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Abstract

Title: Evaluation of the cellulolytic activity of bacteria of the genus Bacillus and their

application in the degradation of agro-industrial residues*

Author: Lizeth Natalia Gonzalez Grandas, Jose Daniel Meiser Liévano**

Key Words: Bacillus, lignocellulose, cellulase, degradation.

Description: Agro-industrial processes generate large volumes of lignocellulosic residues that
can be utilized as raw material in other processes. The degradation of this material can be
carried out through different strategies, including the use of microorganisms capable of
producing hydrolytic enzymes. The objective of this study was to evaluate the cellulolytic
activity of bacteria belonging to the genus Bacillus and their capacity to degrade lignocellulosic
residues. The evaluated strains belong to the strain collection of the Laboratory of
Microbiology and Environmental Mutagenesis at the Universidad Industrial de Santander
(LMMA-UIS collection) and were subjected to viability and purity tests to verify their
classification within the genus Bacillus. Cellulolytic activity was qualitatively assessed using
the hydrolysis halo assay, calculating the hydrolysis coefficient (HC) as the ratio between the
halo diameter and the colony diameter. Subsequently, cellulolytic activity was quantitatively
determined by measuring reducing sugars using the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method.
Quantitative tests were performed using commercial substrates such as carboxymethyl
cellulose (CMC) and crystalline cellulose (Avicel), as well as agro-industrial residues including
cocoa husk and agai seeds. The results showed differences in strain performance depending on
the substrate. Strains UIS122, UIS126, and UIS134 exhibited the highest cellulolytic activity
values on commercial substrates, while strain UIS122 showed the highest release of reducing
sugars from agro-industrial residues (0.604 mg/mL in cocoa husk and 0.275 mg/mL in agai
seed after 2 hours of reaction). Additionally, qualitative assays demonstrated the formation of
hydrolysis halos in the best-performing strains, which was consistent with the results obtained

using the DNS method.

* Undergraduate Thesis. Research modality.

** Facultad de ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de ingenieria Quimica. Directora: Viviana Sanchez Torres.
Ingeniera Quimica, PhD. Codirector: Jorge Luis Fuentes Lorenzo. Doctor en ciencias agricolas PhD. Tutor: Edgar
Ricardo Oviedo Ocaifia. Ingeniero Sanitario, MSc, PhD.
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Introduccion

Actualmente la generacion de residuos agroindustriales ha aumentado
significativamente debido al crecimiento del sector, convirtiéndose en un desafio tanto
ambiental como productivo. Estos residuos estdin compuestos principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina, cuya estructura compleja dificulta su degradacion natural. Por ende, su
mala gestion genera impactos negativos en el medio ambiente, lo que ha impulsado la busqueda

de alternativas sostenibles para su valorizacion.

En el marco de los Objetivos de Desarrollo Sostenible, especificamente el ODS 9 se
fomenta el desarrollo de nuevas tecnologias que permitan un mejor aprovechamiento de
residuos y subproductos, al tiempo que se minimiza el impacto ambiental (Infraestructura -
Desarrollo Sostenible, n.d.). En este contexto los procesos biotecnoldgicos basados en el uso
de microorganismos y enzimas son una alternativa viable para la transformacion de estos
residuos en productos de valor agregado como azucares fermentables, biocombustibles y

enzimas. (Kukreti et al., 2024)

Existen tres tipos de enzimas lignocelulosicas, llamadas celulasas, hemicelulasas y
ligninasas. De estas las celulasas son las de mayor interés en estas aplicaciones biotecnolégicas,
ya que desempefian un papel clave en la hidrolisis de la celulosa al catalizar la ruptura de los
enlaces B-1,4-glucosidicos, permitiendo la liberacion de aztcares reductores (Ili¢ et al., 2023).
No obstante, para tener resultados positivos en su aplicacion, es necesario evaluar su actividad
enzimatica y caracterizar las condiciones que favorezcan su desempeio catalitico. En cuanto a
los microorganismos productores de esta enzima destacan particularmente las bacterias del
género Bacillus debido a su versatilidad metabolica, facilidad de cultivo y alta reproducibilidad

(Outtrup & Jergensen, 2008).
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Si bien existen diversas investigaciones sobre la capacidad del género Bacillus para
degradar material lignoceluldsico, es necesario profundizar en la evaluacion de cepas nativas
cuyas capacidades enzimaticas no han sido estudiadas, como aquellas conservadas en el cepario
del Laboratorio de Microbiologia y Mutagénesis Ambiental de la Universidad Industrial de
Santander (cepario LMMA-UIS). Para llevar a cabo esta caracterizacion es fundamental hacer
uso de técnicas cualitativas como el ensayo del halo de hidrélisis y cuantitativas, como el
método del dacido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), las cuales permiten identificar los
microorganismos con mayor potencial biotecnoldgico para el aprovechamiento de residuos

agroindustriales (Hossain et al., 2021).
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1. Objetivos
1.1. Objetivo general

Evaluar la actividad celulolitica de bacterias del género Bacillus y su aplicacion en la

degradacion de residuos agroindustriales, mediante pruebas cualitativas y cuantitativas.

1.2.0bjetivos especificos

Establecer protocolos experimentales para los procedimientos desarrollados durante la
investigacion, con el fin de generar una base metodologica que facilite la continuidad de la

linea de investigacion en el grupo Gimba.

Determinar preliminarmente el potencial de produccion de celulasa de cepas del género
Bacillus mediante ensayos en medios so6lidos, comparado los halos de hidrolisis usando

carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato.

Caracterizar la actividad enzimética de las cepas seleccionadas en cultivos liquidos,
mediante la cuantificacion de azicares reductores con DNS usando diversas formas de

celulosa.

Determinar el potencial de las cepas con mayor actividad enzimatica de liberar azicares

reductores a partir de residuos agroindustriales lignocelul6sicos.
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2. Marco conceptual

Existe una gran variedad de residuos agroindustriales, teniendo como caracteristica
comun la presencia de materia organica en su composicion, sin embargo, el material compuesto
principalmente por celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina son considerados residuos

lignoceluldsicos (Oviedo Chavez & Vinueza Galarraga, 2020).

2.1. Lignocelulosa

La lignocelulosa es un biomaterial complejo que representa un tercio de los tejidos
vegetales y se puede regenerar con fotosintesis (LABRADOR & OSTO, n.d.). Su composicion
quimica varia dependiendo del material, en el caso de los tallos de madera blanda tiene una
composicion de 25 a 35% de lignina, 25 a 35% de hemicelulosa y 45 a 50% de celulosa
(Sanchez, 2009).

El material lignocelulésico es cominmente degradado por medio de procesos de
hidrolisis acida o tratamiento térmico; siendo estos ineficientes debido al costo y al impacto
ambiental colateral. Ademas, los métodos mas modernos como el uso de fluidos supercriticos
necesitan alta presion, aumentando la demanda energética (Yiasmin et al., 2021). Como
alternativa a estos métodos, existe la biodegradacion, considerada renovable, amigable con el
medio ambiente y econdmicamente viable, consistiendo en la remocion de la lignina y
modificacion de la estructura de la celulosa de la biomasa facilitando la conversion enzimatica
(Prasongsuk et al., 2022). Este proceso puede ser generado por hongos, bacterias o enzimas
encargadas de la degradacion del material. Entre los géneros que se ha visto este
comportamiento se encuentran Pseudomonas sp, Cellulomonas, Cellvibrio, Micrococcus y
Bacillus. De estos, el género Bacillus ha sido ampliamente estudiado debido a su alta capacidad
para producir enzimas extracelulares, su estabilidad en condiciones variables de pH y

temperatura, y su potencial aplicacion en procesos biotecnoldgicos e industriales. Por esta
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razon, el presente estudio se centra en la evaluacion de cepas del género Bacillus con énfasis

en la produccion de enzimas celuloliticas.

La celulosa es un biopolimero lineal de unidades de glucopiranosa D- anhidrido unidos
entre si por enlaces B-1,4- glicosidicos. Estas moléculas tienden a formar puentes de hidrégeno
intramoleculares a los que se le atribuye la rigidez de la cadena y también puentes
intermoleculares responsable de formar la fibra vegetal. Estas fibras se pueden encontrar unidas
entre si formando una estructura con un arreglo similar al cristal, o de manera desordenada
teniendo un comportamiento amorfo, siendo estas tltimas mas susceptibles a la degradacion

que la zona cristalina (LABRADOR & OSTO, n.d.).

3. Estado del arte

Las enzimas son catalizadores biologicos producidos por diferentes microorganismos
que desempefian un papel importante en procesos industriales gracias a su alta especificidad y
eficiencia catalitica (Robinson, 2015). La evaluacion de su desempefio se realiza cominmente
mediante el seguimiento del consumo de sustrato o la formacion de productos de interés, lo
que permite determinar su actividad y establecer condiciones 6ptimas de operacion. El uso de
materiales lignoceluldsicos en procesos como el compostaje ha sido un reto ya que los
compuestos recalcitrantes presentes dificultan la accion de los microrganismos degradadores
aumentado el tiempo de producciéon y generando un producto de menor calidad (Ashokkumar
et al., 2022). Sin embargo, existen estudios que han demostrado que la presencia de un indculo
bacteriano con actividad celulolitica incrementa la degradacion de la lignocelulosa hasta 1.6
veces en comparacion con un control sin indculo, durante el compostaje de residuos verdes.
Estos estudios concluyen que la adicién de desechos de comida y roca fosférica compensa el
déficit de nutrientes, acelerando la degradacion del material lignoceluldsico por los

microorganismos (Soto-Paz et al., 2022a).
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En la Tabla 1 se reportan trabajos que estudian bacterias degradadoras de materiales
lignocelulosicos, donde predomina el género Bacillus. Este género es conocido por ser la fuente
principal de la mayoria de las enzimas industriales (Outtrup & Jergensen, 2008), y en algunos
casos cuenta con certificados de Generally Recognized As Safe (GRAS) como ocurre con la
Bacillus subtilis PLSSC (Heimbach, n.d.) que produce las enzimas celulasa, xilasa y lacasa. La
celulasa en presencia de material lignocelulosico hidroliza los enlaces B-glucosidicos de la
celulosa (Ili¢ et al., 2023). La xilanasa se enfoca en la cadena principal 1,4 B-D-xilano (Walia
et al., 2017) mientras que la lacasa se enfoca en oxidar la lignina descomponiéndola en

moléculas mas pequenas (Tiwari et al., 2023).

Tabla 1

Microrganismos por enzima y sustrato.

Microrganismo Enzima Sustrato Referencia
Cascara de platano,
Bacillus pumilus Celulasa bagazo de cafia (Camacho et al., 2021)
Bacillus cereus Celulasa CMC (Chantarasiri, 2015)
Bacillus Celulasa CMC (Maki et al., 2011)
Bacillus spp Celulasa CMC (Hossain et al., 2021)
Pseudomonas ssp Celulasa CMC (Hossain et al., 2021)
klebsiella spp Celulasa CMC (Hossain et al., 2021)
Bacillus subtilis Lacasa (Chauhan et al., 2017)
Bacillus spp Lacasa Maltosa, galactosa (Shukur, 2015)
Pseudomonas spp Xilanasa CMC (Gong et al., 2017)
Streptomyces griseorubens  Xilanasa CMC (Gong et al., 2017)
Bacilus arybhattai Xilanasa CMC (Gong et al., 2017)

Ademas, se han desarrollado diversas técnicas experimentales para la determinacion de
la produccion de celulasas por microorganismos. Entre las més utilizadas se encuentra el
método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), el cual permite cuantificar los azucares

reductores liberados durante la hidrdlisis del material lignoceluldsico (Hossain et al., 2021).
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De manera complementaria, la prueba del halo de hidrélisis es una técnica ampliamente
utilizada para la identificacion visual y cuantitativa de la actividad enzimatica en medios
solidos. Mediante este método se han reportado relaciones entre el diametro del halo de
hidrdlisis y el diametro de la colonia con valores comprendidos entre 2.3 y 3.5, lo que indica

una actividad celulolitica significativa (Li et al., 2023a).

4. Metodologia

El desarrollo experimental se llevo a cabo utilizando 17 cepas bacterianas del género
Bacillus donde 2 correspondieron a cepas de control previamente identificadas como
productoras de celulasas UIS1244 y UIS1245 (Soto-Paz et al., 2022b), empleadas como
referencia para la comparacion de la actividad celulolitica, mientras que las quince restantes

correspondieron a cepas no caracterizadas, identificadas con los codigos UIS121 a UIS135.

4.1.Reactivacion y acondicionamiento de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas conservadas en el cepario del Laboratorio de Microbiologia y
Mutagénesis Ambiental de la Universidad Industrial de Santander (cepario LMMA-UIS)
identificadas con los codigos UIS121 hasta UIS135, fueron inoculadas en medios de
crecimiento liquido Reinforced Clostridial Medium (RCM), se realizd una siembra por
agotamiento en estrias sobre medios s6lidos RCM siguiendo el protocolo del apéndice A y la
metodologia de esterilizacion del apéndice B con el fin de obtener colonias aisladas durante 48
horas a 37 °C. Estas colonias se sometieron a una tincion de Gram y observacién microscopica
para confirmar la pertenencia al género Bacillus verificando la morfologia y la ausencia de
contaminantes seglin la aprobacion del director del cepario. Una vez validadas, las colonias
puras se cultivaron mediante siembra por extension para aumentar la biomasa bacteriana.
Finalmente, las cepas se conservaron en zeolita estéril como método de conservacion a largo

plazo con el procedimiento explicado a detalle en el apéndice C.
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Una vez finalizada la reactivacion de las cepas se realiz6 el acondicionamiento para las
caracterizaciones posteriores. Para ello se utilizaron dos crioviales por cada cepa para tener
réplicas independientes. Cada criovial se inocul6 por separado en 7 mL de medio liquido de
cultivo estéril, con composicion (%op/v): 0.4% NaNOs, 0.1% KHPO4, 0.05% MgCl, 6H20,
0.05% KCI, 1% CMC, 0.5% peptona y 0.3% extracto de levadura. Los cultivos se incubaron

durante 72 horas a 37 °C.

Posteriormente se realizd una nueva siembra por estria y agotamiento en placas de
medios solido con agar al 1.7 % (p/v) y se selecciond una colonia representativa por cepa para

continuar con los ensayos experimentales.

4.2.Caracterizacion cualitativa de la actividad celulolitica

La caracterizacion cualitativa de la actividad celulolitica se llevo a cabo mediante el
ensayo del halo de hidrolisis utilizando carboximetilcelulosa (CMC) como fuente de carbono.
Se tomd una colonia seleccionada utilizando la punta de un palillo de madera estéril y se
inocul6 en el centro de las placas de agar. La composicion (%p/v) del medio fue: 0.2% NaNOs,
0.34% KoHPO4, 0.56% Na;HPO4, 0.085% MgCl> 6H20, 0.05% KCI, 0.5% CMC, 0.05%
extracto de levadura y 1.7% agar. Para cada cepa se realizaron tres réplicas del ensayo. Las

placas fueron incubadas durante 48 horas a 37 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacién las placas se sometieron a tincion con
aproximadamente 5 mL de Lugol (0,32% yodo sublimado y 0,65% yoduro potéasico en agua
destilada) de manera que toda la superficie quedara cubierta durante 5 minutos (Soto-Paz et al.,
2022b). Pasado el tiempo se retir6 el exceso de colorante, se tomo registro fotografico de cada
placa y se midi¢ tanto el didmetro de la colonia como el didmetro del halo de hidrdlisis

formados alrededor de esta, el registro fotografico se encuentra en el apéndice F.
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A partir de las medidas obtenidas se calculd el indice de hidrolisis (HC) dado por la
division del diametro del halo de hidrdlisis (cm) entre el diametro de la colonia (cm), el cual
se utiliz6 como criterio para evaluar la actividad celulolitica (Hossain et al., 2021). Los valores
obtenidos fueron comparados con los de las cepas de control y aquellas cepas que mostraron

indices menores a 3 fueron descartadas de las etapas experimentales posteriores.

4.3.Caracterizacion cuantitativa de la actividad celulolitica

Las cepas seleccionadas a partir de la caracterizacion cualitativa fueron sometidas a
ensayos cuantitativos de actividad celulolitica mediante el método del é&cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Hossain et al., 2021). Para ello, se prepararon dos cultivos por cepa a
partir de una colonia individual con un volumen de 10 mL cada uno del medio de cultivo
empleado en la caracterizacion cualitativa, pero sin agar. Los cultivos se incubaron durante 72
horas a 37 °C y 200 rpm con el objetivo de permitir tanto el crecimiento como la produccion
de enzimas extracelulares. El crecimiento microbiano se verifico mediante la medicion de la
densidad optica (D.O.) de los cultivos a través de un espectrofotometro GENESYS 10S UV-

VIS (Thermo Scientific, USA) a una longitud de onda de 600 nm.

Posteriormente, los cultivos fueron centrifugados en una microcentrifuga PRISMTM
(Labnet, USA) a 1200 rpm durante 20 min y se recupero el sobrenadante, el cual fue utilizado

como fuente enzimatica para los ensayos.

4.3.1. Sustratos celulosicos comerciales

La actividad celulolitica se evaludé empleando dos sustratos celuldsicos comerciales:
carboximetilcelulosa (CMC) y la celulosa microcristalina (Avicel). Para cada sustrato se
prepararon tubos de ensayo que contenian 0.25 g de CMC o Avicel, a los cuales se les adiciond

1 mL de buffer de acetato de sodio (50 mM, pH 4.8) para el control del pH de la reaccion.
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Para cada enzima obtenida, se prepararon ensayos por triplicado. Antes de la adicion
de la enzima los tubos se precalentaron a 50 °C y 100 rpm durante 10 minutos, con el fin de
facilitar la accidon enzimatica. Posteriormente se agregd la enzima correspondiente y las

mezclas se incubaron durante 1 hora a 50 °C y 100 rpm.

Finalizado el tiempo de incubacion se realizd el ensayo con el reactivo DNS. Para ello
se tom6 1 mL de la solucién y se adicionaron 1 mL de buffer de acetato de sodio y 2 mL del
reactivo DNS (Li et al., 2023b). La mezcla se homogeneizo y se calentdé durante 5 minutos en
bafio maria a 100 °C para el desarrollo de la reaccion. Posteriormente las mezclas se enfriaron
abruptamente en agua con hielo con el fin de detener la reaccidon y proceder al analisis de la
absorbancia en un espectrofotometro GENESYS 10S UV-VIS (Thermo Scientific, USA) a una

longitud de onda de 540 nm.

A partir de los valores de los azucares liberados calculados con las absorbancias y una
curva de calibracién de glucosa realizada previamente se descartaron aquellas cepas que no
destacaron en comparacion con las cepas de control. El procedimiento, se detallan en el

Apéndice D.

4.3.2. Residuos agroindustriales

En el caso de los residuos agroindustriales, el procedimiento fue similar al empleado
para los sustratos celulosicos comerciales con algunas modificaciones. Los residuos utilizados
fueron céscara de cacao y semillas de acai, los cuales fueron previamente sometidos a procesos
de secado y trituracion hasta un tamafio de particula entre 1 y 2 mm. En cada tubo se afiadieron
7 mL de buffer de acetato de sodio al 50 mM seguido de la adiccion de 0.25 g del sustrato
correspondiente. Los tubos se precalentaron a 50 °C y 100 rpm durante 10 minutos antes de la

adicion de la enzima, y posteriormente se incubaron durante 6 horas. Se tomaron muestras cada
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2 horas para realizar el ensayo DNS y cuantificar los azucares reductores liberados. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado para las enzimas cada cepa seleccionada.

Considerando que residuos lignoceluldsicos como la céscara de cacao y las semillas de
acai pueden presentar aztcares reductores de forma natural, se realizaron ensayos de control
sin la adicion de enzimas, manteniendo las mismas condiciones experimentales (Mensah et al.,
2020). La concentracion de aztcares reductores liberados se calculé restando a la concentracion

de la muestra la medida dada por el blanco.

4.4. Analisis estadistico de los datos

Los resultados experimentales se expresaron como el promedio de tres réplicas =+
desviacion estandar. En los ensayos de actividad celulolitica sobre sustratos comerciales, se
emple6d la prueba ¢ de Student y andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, segin
correspondiera, con un nivel de significancia de p < 0,05. En el caso de los residuos
agroindustriales, se utiliz6 un ANOVA de dos factores analizar la influencia de la cepa, el
tiempo de reaccion y su interaccion sobre la liberacion de azucares reductores, seguido de una
prueba de Tukey para para comparar las medias (D. C. Montgomery, 2017). El tratamiento

estadistico completo de los datos experimentales se presenta en el Apéndice E.

5. Analisis y discusion de resultados

5.1 Viabilidad de las cepas

A partir de la siembra por estria se evidencio el crecimiento bacteriano de todas las
cepas evaluadas, permitiendo la obtencion de colonias aisladas con morfologia caracteristica
del género Bacillus. La uniformidad y definicion de estas colonias demostraron que los cultivos

estaban en Optimas condiciones fisioldgicas y libres de contaminantes aparentes. La figura 1
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muestra un ejemplo representativo del crecimiento bacteriano observado en las cepas

evaluadas.

Figura 1

Crecimiento bacteriano representativo de la cepa UISI21 en medio de crecimiento complejo

tras 48 horas de incubacion.

La observacion macroscépica de las colonias bajo estereoscopio permitio identificar
caracteristicas morfologicas consistentes, tales como bordes irregulares, textura rugosa y un
color blanco sin brillo, lo cual reforzé la evidencia de pureza de los cultivos. Un ejemplo

representativo de la morfologia colonial observada se presenta en la Figura 2.

Figura 2.

Morfologia colonial representativa de la cepa UIS121 observada bajo estereoscopio.
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La tincion de Gram confirm6 un comportamiento Gram positivo representado con la
presencia de color morado o azul en las bacterias, una morfologia bacilar es decir de forma
cilindrica con los extremos redondeados y la existencia de zonas claras que dejan pasar la luz
en el centro de la estructura, lo que podria significar la presencia de una endospora central,

rasgos esperados en este género. La figura 3 es un ejemplo representativo.

Figura 3.
Tincion de Gram representativa de la cepa UIS132, evidenciando bacilos Gram positivos con

presencia de endosporas.

Estos resultados confirmaron que las cepas de la UIS121 a UIS135 junto a las cepas de
control UIS1244 y UIS1245 correspondieron a cultivos viables y puros, aptos para su

conservacion en zeolita y posterior evaluacion de la actividad celulitica.

5.2 Cuantificacion de la actividad enzimatica

5.2.1 Halos de hidrolisis

La formacién de halos de hidrdlisis fue observada en las cepas evaluadas, evidenciando
la capacidad de degradacion del sustrato celulosico. En la figura 4a se observa el crecimiento
de la colonia en el centro del medio de cultivo, mientras que en la figura 4b se evidencia un
halo de hidrdlisis alrededor de la colonia. Esto indica que ocurrio la degradacion de la

carboximetilcelulosa, asociada a la produccion de enzimas celuloliticas extracelulares.
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Figura 4.

Formacion de halos de hidrdlisis por la cepa UIS122. a) Crecimiento de la colonia bacteriana
antes de la prueba (0.6 cm de diametro). b) Halo de hidrolisis observado después de la prueba

(2.5 cm de diametro).

Los resultados presentados en la tabla 2 y respaldado por las imagenes del apéndice D
observan que las cepas UIS124, UIS125, UIS127, UIS129 y UIS131 no reportaron formacion
del halo de hidrdlisis a pesar de observarse un crecimiento de las bacterias, siendo descartadas
para las pruebas de reaccion en medio liquido, junto a las cepas UIS121, UIS123, UIS128 y
UIS133 ya que no superaron el criterio impuesto de un coeficiente de hidrolisis (HC) > 3.
Mientras las cepas UIS126 y UIS130 presentaron valores superiores al criterio, pero segun la
revision estadistica y el criterio establecido por Wood y Bhat (%CV < 15%) no tienen mucha
fiabilidad (Wood & Bhat, 1988) y por ende quedaron descartadas para las siguientes pruebas,
a diferencia de las cepas UIS122, UIS132 y UIS134 que ademas de tener valores por encima
del criterio cuentan con fiabilidad estadistica. En la tabla 2 se puede observar junto a las cepas
de trabajo las pertenecientes a los codigos UIS1244 y UIS1245 que son cepas de control
caracterizadas en trabajos anteriores (Soto-Paz et al., 2022b) , las cuales superaron el criterio

de seleccion ademas de cumplir el requerimiento estadistico.
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Tabla 2

Prueba de actividad celulolitica con halos de hidrolisis.

Cepa HC* desviacion estandar %CV
uis121 1.67 0.88 52.92
uis122 3.83 0.29 7.53
UIS123 2.05 0.08 4.03
uis124 1.00 0.00 0.00
UIS125 1.00 0.00 0.00
UIS126 5.40 2.13 39.34
uis127 1.00 0.00 0.00
uis128 2.51 0.38 15.26
UIS129 1.00 0.00 0.00
UIS130 3.64 0.81 22.38
UIs131 1.00 0.00 0.00
UIs132 3.47 0.46 13.32
UIS133 1.39 0.10 6.93
UiS134 3.14 0.35 11.19
UIS135 1.00 0.00 0.00
UlS1244 (control) 3.11 0.40 12.79
UIS1245(control) 4.60 0.53 11.50

Nota: HC representa la division del didmetro del halo de hidrdlisis entre el tamafio de la

colonia. Los valores reportados son el promedio de tres réplicas realizadas.

5.2.2 Caracterizacion cuantitativa

Por medio de la densidad 6ptica presentada en la tabla 3 se pudo comprobar la presencia
de crecimiento bacteriano, donde las cepas UIS122 y UIS132 presentaron valores mas altos
representando un mayor crecimiento bacteriano. Posteriormente se obtuvo el sobrenadante de
los cultivos el cual contiene la enzima extracelular y se realizaron las pruebas de DNS a
reacciones que tuvieron como fuente de carbono la carboximetilcelulosa (CMC) y la celulosa
microcristalina (Avicel), sirviendo como prueba del comportamiento de la actividad enzimética
en distintas partes de la molécula siendo la accion en la zona amorfa representada por los

valores referentes a CMC y la zona cristalina a los valores correspondientes al Avicel.
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Tabla 3

Densidad optica (D.O.) luego de 72 horas de reaccion de las cepas en medio liquido.

Cepa D.O.
uUiS122 0.50
UIS132 0.59
uUiS134 0.23
U1S1244 (control) 0.05
UIS1245 (control) 0.32

Antes del proceso de determinacion de azucares reductores se realizoé la curva de calibracion
de glucosa (figura 5) que sirvidé para comparar la medida de absorbancia a 540 nm con la

cantidad de glucosa (mg/mL) liberada.

Figura 5.

Curva de calibracion de glucosa para pruebas de cuantificacion de azucares reductores por

DNS.
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En la figura 6 se observa la actividad enzimatica de las cepas estudiadas respecto a los
2 sustratos de trabajo (CMC y Avicel). El protocolo elaborado por IUPAC establece que el

valor de absorbancia medido respecto al blanco es una medida neta (Ghose, 1987), por ende,
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los valores deben ser positivos, en caso de ser negativos significa que la medida de la muestra

es interpretable como nula actividad enzimatica.

Figura 6.
Actividad celulolitica sobre diferentes sustratos en las cepas UIS122, UISI132, UIS1244

(control) y UIS1245 (control) con CMC y Avicel.
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La carboximetilcelulosa (CMC) es degradada por las endoglucanasas ya que estas trabajan en
el enlace B-1,4 de las regiones amorfas (Lynd et al., 2002) de la celulosa de este sustrato.
Respecto al Avicel al ser la zona cristalina de la molécula es mucha mas compleja la
degradacion, para su degradacion suele ser necesaria un complejo enzimatico (Lynd et al.,
2002) que contiene celobiohidrolasas encargadas de degradas la zona cristalina y liberar
celobiosas; endoglucanasas que tienen la funcion de aumentar la accesibilidad de las

celobiohidrolasas, mientras las B-glucosidasas tiene una accion indirecta formando glucosa a

partir de celobiosas.

Los datos presentados en la figura 6 indican que las cepas UIS122 y UIS134

presentaron una mayor actividad enzimatica en la carboximetilcelulosa (CMC) en comparacion
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con el control (UIS1244), lo que sugiere una posible liberaciéon principalmente de
endoglucanasas. La cepa UIS134 evidencia con la celulosa cristalina (Avicel) una liberacion
de 0.2053 mg/mL de glucosa lo que prueba la presencia de celobiohidrolasas y una presencia
limitada de endoglucanasas. Respecto al punto de vista estadistico el analisis se determin6 una
diferencia significativa (p<0.05) en la cepa UIS122 respecto a las cepas de control al tener un
valor p de 0.025 en la carboximetilcelulosa, mientras que en la celulosa cristalina se mostré un
comportamiento significativamente mayor de la cepa UIS134 respecto a la cepa UIS122 y a
las cepas de control UIS1244 y UIS1245 como se ve en la prueba HSD de Tukey, el analisis

estadistico se encuentra detallado en el apéndice F.

5.2.3 Actividad en residuos lignocelulésicos

Para el ensayo con residuos lignocelulosicos se utilizé semillas de agai y cascara de
cacao en periodos de tiempo de 2, 4, 6 y 8 horas para determinar el comportamiento de la

actividad enzimatica.

Respecto a la cascara de cacao segtin lo observado en la figura 7, es probable la presencia
de una estructura amorfa dentro del material, susceptible a la degradacion con endoglucanasas
ya que la cepa UIS122 fue la de mayor liberacion de glucosa, donde en las dos horas al contar
con la mayor cantidad del material dio el pico mas alto actividad y ademas de posiblemente se
atenud su progresion debido a el consumo de gran parte de la zona amorfa de ese material,
mientras tanto en la cepa UIS134 se observa un aumento progresivo en la liberacion de glucosa
sugiriendo una posible dificultad al principio para liberar azucares y la predisposicion vista
anteriormente para degradar mas facilmente las zonas cristalinas. Estadisticamente solo se vio
un comportamiento significativamente distinto en la cepa UIS134, mientras que la UIS122 se
comport6 de acorde a las de control, sugiriendo un comportamiento metabodlico distinto al resto

en la cepa UIS134.
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Figura 7.

Liberacion de glucosa sobre cascara de cacao

(0582)
had

Controles:

0.484)
UIS 1245 ——

[v=su]

(D)

0.6

0.4

E
j=2]
E
© 02
=]
©
=3
[
2
g 0.0
=]
[X]
=
Q
o - -7 Cepas
- (o116 -@- UIS 122
(0.303) - UIS 134
0.4 t Diferencias A- UIS 1244
. significativas
vg controles " UIS 1245
2h 4h 6h oh

Tiempo (horas)

En la figura 8 se observa el comportamiento de la actividad enzimatica cuando se utiliza
como sustrato las semillas de acai, teniendo valores menores respecto a los presentados en la
figura 7 que corresponden a la cascara de cacao, esto posiblemente debido al alto contenido de
fenoles de la semilla (Gordon et al., 2012) siendo este un gran inhibidor de enzimas (Ximenes
et al., 2010). A pesar de tener valores bajos de actividad enzimatica, los datos se mantuvieron
un aumento progresivo, dando solamente valores negativos a las 2 horas de la cepa UIS134
significando nula liberacion de azucares en ese punto. Respecto al comportamiento de las cepas
se observo una mayor actividad en la cepa UIS122 similar a lo presentado en el ensayo con
cacao, mientras que a diferencia de ese estudio no se vio un comportamiento significativamente

mayor ni de la cepa UIS122 ni de la cepa UIS134 respecto a las de control.
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Figura 8.

Liberacion de glucosa en semillas de agal
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6 Conclusiones

Se desarrollaron y documentaron protocolos detallados para la reactivacion de cepas
bacterianas, la esterilizacién de materiales de laboratorio y la preparacion de medios de cultivo.
Estos procedimientos estandarizados contribuyeron a asegurar la fiabilidad y reproducibilidad

de la investigacion, facilitando un control riguroso de las condiciones experimentales.

El analisis de la actividad celulolitica basado en la evaluacion de los halos de hidrélisis,
teniendo como criterio de seleccion valores de HC mayores a 3 y su comparacion con las cepas
control (UIS1244 y UIS1245), permitio identificar 3 cepas sobresalientes: UIS122 (HC = 3.83),
UIS132 (HC = 3.47) y UIS134 (HC = 3.14). La cepa UIS122 se destacé como la de mayor
potencial celulolitico, al presentar el mayor valor promedio de HC y superar a ambas cepas

control.
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El anélisis de la actividad celulolitica extracelular, evaluada a partir del sobrenadante
de los cultivos mediante el método de determinacion de azicares reductores, permitio
cuantificar la liberacion de glucosa a partir de celulosa amorfa (CMC) y celulosa
microcristalina (Avicel). En comparacion con las cepas control (UIS1244 y UIS1245), la cepa
UIS122 present6 la mayor liberacion de glucosa a partir de CMC (0.3259 g/mL), asociada
principalmente a endoglucanasas. Por su parte la cepa UIS134 mostrd el mayor desempeio
sobre Avicel (0.2053 g/mL) sugiriendo la presencia de celulasas con afinidad por celulosa
cristalina, como las exoglucanasas o celobiohidrolasas. Estos resultados confirman un

comportamiento enzimatico dependiente del sustrato entre las cepas evaluadas.

El andlisis de la actividad celulolitica extracelular a partir del sobrenadante de los
cultivos evidencié un comportamiento dependiente del sustrato agroindustrial utilizado. En la
cascara de cacao, la cepa UIS122 presentd el mayor valor de liberacion de glucosa, alcanzando
su maximo (0.604 g/mL) a las 2 horas de incubacion. Por otro lado, al utilizar semillas de acai,
se obtuvieron valores de liberacion de glucosa menores, donde la cepa UIS122 alcanzd su
maximo a las 8 horas (0.347 g/mL), aunque sin mostrar superioridad frente a los controles. En
conjunto, los resultados indican que la actividad celulolitica extracelular de las cepas evaluadas

es mayor sobre cascara de cacao que sobre semillas de agai bajo las condiciones estudiadas.
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Apéndice A. Protocolos para la preparacion de medios de cultivo.
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Objetivo

Alcance

Preparar medios de cultivo sélidos y liquidos
de forma estandarizada, asegurando la
correcta disolucion de los componentes y
esterilizacion.

Este protocolo aplica para la preparacion de

medios utilizados
microbiologicos.

n

ensayos

Materiales

e Agua destilada

e Nutrientes en polvo

e Agar (para medios so6lidos)

e Espatula

e Probeta

e Recipientes resistentes al calor
e C(Cajas de Petri

e Tubos de ensayo

e Mechero de alcohol

e (Guantes y bata de laboratorio

Equipos

e Balanza de precision
e Autoclave

e Plancha de calentamiento

Metodologia:

e Preparacion de la mezcla
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1. Definir el volumen total de medio a preparar y el nimero de cajas o tubos necesarios.

2. Calcular las cantidades requeridas de cada ingrediente segun la formulacion del medio.

3. Pesar los componentes solidos en la balanza de precision.

4. Medir la cantidad de agua destilada en una probeta y transferirla a un recipiente
resistente al calor.

5. Anadir los ingredientes al agua y mezclar con espatula hasta obtener una solucion
homogénea.

6. Para los medios liquidos, calentarla en la plancha hasta su completa disolucion.

e Dispensacion antes de esterilizar
1. Para medios liquidos: distribuir la mezcla en tubos de ensayo con tapa.

2. Para medios solidos: mantener la mezcla en un tnico frasco sin dispensar aun.

e Esterilizacion

1. Cerrar parcialmente los recipientes para permitir la liberacion de presion.

2. Introducir los recipientes al autoclave.

3. Configurar el ciclo de esterilizacion en “material liquido™ a una temperatura de 121 °C
y 1 Bar durante 20 minutos.

e Post-esterilizacion

1. Para medios liquidos: retirar los tubos al finalizar el ciclo, cerrar completamente las
tapas y llevarlos a incubacion para su prueba de esterilidad.

2. Para medios solidos: retirar el frasco, dejar que enfrie hasta aproximadamente 50 °C y
verter en cajas de Petri estériles cerca del mechero.

3. Dejar enfriar las cajas hasta que el agar solidifique para luego envolverlas en papel

vinipel y llevarlas a incubar.
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o No cerrar completamente los recipientes antes de autoclave; pueden explotar.

o No verter el medio en las cajas si esta demasiado caliente ya que puede generar

condensacion en la superficie, lo que se puede afectar su desempefio a futuro.

o Comprobar el nivel de agua del autoclave antes de iniciar el ciclo.

o Usar guantes térmicos al retirar material caliente del autoclave.

o Manipular las cajas de Petri réapidamente y cerca del mechero para evitar

contaminacion.

o No cerrar completamente los recipientes antes de autoclave; pueden explota

Apéndice B. Protocolos para la esterilizacion de materiales de laboratorio.

Objetivo

Alcance

Establecer el procedimiento para la
esterilizacion de materiales de vidrio y
plastico utilizados en el laboratorio,
garantizando  condiciones  libres  de
contaminacion microbiana.

Este protocolo aplica para la esterilizacion de
materiales  empleados en  practicas
microbiologicas.

Materiales

e Papel Kraft

e (ajas de Petri

e Tubos de ensayo
e Puntas de pipeta

¢ Guantes térmicos

e (Guantes y bata de laboratorio

Equipos
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e Horno de secado
e Autoclave

e (Guantes térmicos

Metodologia

Esterilizacion de material de vidrio

1. Lavar cuidadosamente todo el material con agua y detergente.

2. Dejar reposar durante 12 horas en una solucion de agua con hipoclorito de sodio al
30%.

3. Enjuagar, secar y envolver en papel Kraft.

4. Esterilizar en horno a 150 °C durante 3 horas.

5. Dejar enfriar parcialmente antes de retirar.

6. Retirar el material utilizando guantes térmicos y mantenerlo envuelto hasta su uso.

Esterilizacion de material de plastico

1. Envolver el material en papel Kratft.
2. Esterilizar en autoclave a 121 °C y 1 bar durante 15-20 minutos.
3. Esperar la despresurizacion completa antes de abrir.

4. Retirar el material con ayuda de guantes térmicos y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Precauciones y consideraciones

e No abrir el autoclave mientras esté presurizado.
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e No sobrecargar el equipo para permitir la adecuada circulacion del aire o vapor.

e Usar guantes térmicos para retirar material caliente.

Apéndice C. Protocolos para la reactivacion y conservacion de cepas bacterianas.

Alcance

Objetivo
Describir el procedimiento para la
reactivacion de cepas bacterianas
conservadas en zeolita, mediante su

transferencia a medios liquidos de cultivo
estériles, con el fin de restablecer su
actividad metabdlica y permitir su posterior
caracterizacion.

Este protocolo aplica para la reactivacion de
cepas bacterianas conservadas en diferentes
tipos de matrices, incluyendo zeolita y
medios granulados.

Materiales

e Crioviales con zeolita cargada con biomasa

e Mechero de alcohol

e Tubos estériles (15 mL o seglin disponibilidad)

e Placas de Petri estériles

e Asa bacterioldgica

e Hisopo estéril

e Portaobjetos

e (olorantes para tincion de Gram
e Zeolita estéril (para conservacion)
e Solucidn salina estéril

e Marcadorindeleble

e Cintay Parafilm

Reactivos y medios
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Medio liquido de reactivacion (segun lo definido para cada cepa, en este caso RCM)

Medio so6lido para aislamiento (misma formulacion)

Equipos

Cabina de bioseguridad
Incubadora
Microscopio Optico

Autoclave

Metodologia

Reactivacion en medio liquido

1.

2.

Rotular los tubos con: cédigo de cepa, fecha y medio de cultivo.

Encender el mechero de alcohol y trabajar cerca de la llama para mantener un area
estéril.

Abrir el criovial con zeolita y el tubo con medio liquido estéril cerca de la llama.
Tomar 200 uLL de medio de cultivo liquido estéril.

Adicionar el volumen al criovial y homogenizar suavemente mediante pipeteo hasta
humedecer completamente la zeolita.

Transferir la suspension obtenida al tubo que contiene el medio liquido estéril.

Incubar el cultivo a la temperatura y tiempo especificos para cada cepa.

Aislamiento de colonias mediante estria por agotamiento.

1.

Rotular placas de medio s6lido con: cepa, fecha y tipo de medio.
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2. Esterilizar el asa bacterioldogica mediante flameo hasta alcanzar color rojo
incandescente.

3. Dejar enfriar el asa y tomar una alicuota del cultivo reactivado.

4. Abrir parcialmente la placa con medio s6lido, manteniéndola cerca de la llama.

5. Realizar estrias paralelas en el primer cuadrante de la placa, distribuyendo la carga
bacteriana.

6. Esterilizar nuevamente el asa, dejarla enfriar y arrastrar desde el borde del primer
cuadrante hacia un segundo cuadrante, disminuyendo la concentracion bacteriana.

7. Repetir el proceso de esterilizacion, enfriado y estriado hasta completar un total de
cuatro cuadrantes.

8. Cerrar, invertir e incubar las placas bajo condiciones adecuadas.

Tincion y observacion microscopica

1. Seleccionar una o dos colonias aisladas obtenidas tras la incubacioén en medio sélido.

2. Depositar una pequefia cantidad de biomasa sobre un portaobjetos limpio utilizando un
asa estéril.

3. Adicionar 20-30 pL de solucion salina estéril y homogenizar la suspension.

4. Fijar la muestra pasando el portaobjetos rapidamente sobre la llama en dos o tres
ocasiones.

5. Realizar la tincion de Gram siguiendo el procedimiento estandar.

6. Eliminar el exceso de colorante y secar la muestra.

7. Observar la muestra en microscopio Optico utilizando el objetivo de 100X con aceite

de inmersion.

Produccion de biomasa mediante siembra por extension

1. Recolectar biomasa de una colonia pura utilizando un asa bacteriologica estéril.
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2. Suspender la biomasa en un tubo con solucion salina estéril.

3. Homogenizar la suspension mediante pipeteo repetido.

4. Tomar 500 pL de la suspension bacteriana con una micropipeta estéril.
5. Depositar el volumen en el centro de una placa con medio sélido.

6. Distribuir la suspension uniformemente sobre la superficie del agar.

7. Cerrar la placa cuidadosamente para evitar contaminacion.

8. Invertir la placa e incubarla hasta obtener un crecimiento abundante y homogéneo.

Conservacion de cepas bacterianas en zeolita

1. Seleccionar biomasa fresca proveniente de cultivos con un tiempo de crecimiento no
mayor a 48 h.

2. Recolectar la biomasa utilizando un hisopo estéril.

3. Suspender la biomasa en un tubo que contenga solucion de glicerol estéril al 30 %.

4. Dejar reposar la suspension durante aproximadamente 1 hora.

5. Homogenizar la suspension mediante pipeteo suave.

6. Tomar 500 pL de la suspension y adicionarlos a crioviales que contienen zeolita estéril.

7. Cerrar adecuadamente los crioviales para evitar contaminacion.

8. Almacenar los crioviales bajo las condiciones de conservacion establecidas por el

laboratorio.

Precauciones y consideraciones

e Mantener condiciones estrictas de asepsia durante todas las etapas del protocolo para
evitar contaminacion cruzada.
e Evitar la exposicion prolongada de los medios de cultivo y materiales estériles al

ambiente, manteniendo los recipientes abiertos inicamente el tiempo necesario.
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e Rotular adecuadamente todos los materiales para asegurar trazabilidad

e Parala conservacion de las cepas, emplear inicamente biomasa proveniente de cultivos
puros y en buen estado fisiologico, evitando el uso de colonias envejecidas o con
crecimiento deficiente.

Apéndice D. Registro fotografico del ensayo del halo de hidrolisis en cepas bacterianas
evaluadas

Figura D1.

Mosaico de halos de hidrolisis de cepas de trabajo y control.

UIS122

UIS128 UIS 129
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UIS134 UIS135

UIS1244 UIS 1245

Apéndice E. Protocolo de medicién de la actividad celulolitica mediante la cuantificacion de
azucares reductores con el reactivo DNS
| OBJETO | ALCANCE |
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Describir el procedimiento para la
preparacion de la curva de|Aplicar el procedimiento a muestras
calibraciéon y las muestras para la|liquidas a las que se le aplica el método de
determinacion de la cantidad de|DNS.

glucosa en pruebas de DNS.

Materiales

e Tubos de ensayo

e (radilla

e Marcador

e Cinta de papel

e Micropipeta de 1000 uL

e Rack de puntas de pipeta de 1000
e Vasos de precipitado

e Hiclo

Reactivos

Glucosa

Acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS)
Agua destilada

Muestra

Equipos

» Balanza

* Vortex

* plancha de calentamiento
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E1. Preparacion de soluciones

Preparacion Acido 3.,5- dinitrosalicilico (DNS): Mezclar agua destilada (1416 mL) con 4cido

3,5 dinitrosalicilico (10.6 g) y NaOH (19.8 g). Luego adicionar y disolver sal de Rochel tartaro
de Na-K (306 g), fenol fundido a 50°C 7.6 mL y metabisulfito de sodio (19.8 g) asegurando un
color entre naranja y amarillo. Si llega a ponerse marron oscuro descartar y repetir. (Ghose,

1987).

Soluciéon madre de glucosa: Disolver 100 mg de glucosa en un valor aforado de 100 mL

disolviendo y luego llegando al aforo.

E2. Procedimiento

E2.1) Preparacion de mezclas modelo: Preparar 5 tubos de ensayo marcados del 1 al 5 y uno

que diga blanco para luego preparar las muestras siguiendo la tabla 5.

En el caso de las muestras se aplica igualmente este procedimiento.

Tabla E1.

Diluciones del patron de glucosa

DILUCION Blanco 1 2 3 4 5
Volumen de
solucion I (mL) 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Volumen de 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
agua (mL)
Concentracion
de glucosa 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
(mg/mL)

E2.2) reaccion: En tubos de ensayo diferentes a los anteriores agregar 0.5 mL de la solucién

preparada en el paso 2.1 con 3 mL de la solucion DNS y marcar con el mismo nimero de la



ACTIVIDAD CELULOLITICA DE BACILLUS 48

disolucion, para luego llevarlo durante 10 minutos a agua hirviendo, culminado el tiempo dejar

enfriar en agua con hielo durante 5 minutos.

E2.3) Medicion: En un espectrofotdmetro medir la absorbancia en una longitud de onda de 540

nm y guardar el dato

E2.4) Gréfica: Graficar la concentracion de glucosa mg/ml en funcion de la absorbancia medida
a 540 nm como se observa en la ilustracion 8. Revisando el R? con un valor > 0.95, en caso de

ser menor repetir.

E2.5) preparacion de muestras: Para el uso de muestras reales de sebe incluir en un tubo de

ensayo de vidrio 1000 puL de la muestra a trabajar, 1000 pL del buffer a utilizar (En el caso de

este trabajo acetato de sodio al 50 mM) y 2000 pL del reactivo DNS.

Para este trabajo los datos obtenidos con este material fueron los siguientes:

Tabla E2.

Actividad celulolitica sobre CMC y Avicel para las cepas UIS122, UIS 134, UIS1244 y UIS
1245.

Cepa Sustrato Medida 1 2 3 Promedio D.S.

CMC Absorbancia (540 nm) 0.411 0.257 0.334 0.334 0.077

UIS122 Glucosa (mg/ml) 0.4014 0.2504 0.3259 0.3259 0.0755
Avicel Absorbancia (540 nm) -0.069 -0.013 -0.125 -0.069 0.056

Glucosa (mg/ml) -0.0692 -0.0143 -0.1241 -0.0692 0.0549

CMC Absorbancia (540 nm) 0.252 0.099 0.44 0.2637 0.1708

UIS134 Glucosa (mg/ml) 0.2455 0.0955 0.4298 0.2569 0.1674
Avicel Absorbancia (540 nm) 0.211 0.085 0.337 0.211 0.126

Glucosa (mg/ml) 0.2053 0.0818 0.3289 0.2053 0.1236

CMC Absorbancia (540 nm) 0.114 0.113 0.103 0.11 0.0061

UIS1244 Glucosa (mg/ml) 0.1102 0.1092 0.0994 0.1063 0.006
Avicel Absorbancia (540 nm) 0.109 0.109 0.109 0.109 0

Glucosa (mg/ml) 0.1053 0.1053 0.1053 0.1053 0

CMC Absorbancia (540 nm) -0.094 -0.095 -0.082 -0.0903 0.0072

UIS1245 Glucosa (mg/ml) -0.0937 -0.0947 -0.082 -0.0901 0.0071
Avicel Absorbancia (540 nm) -0.374 -0.154 -0.476 -0.3347 0.1646

Glucosa (mg/ml) -0.3683 -0.1526 -0.4683 -0.3297 0.1613
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Tabla E3.
Azucares reductores liberados de la cascara de cacao en 2, 4, 6 y 8 horas por cepas
UIS122, UIS134, UIS1244 (control) y UIS1245(control)
Tiempo (h) Cepa Medida 1 2 3 Promedio D.S.
UIS122 Absorbancia (540 nm) 1.092 0.836 0.919 0.949 0.1306
Glucosa (mg/ml) 0.744 0.493 0.604 0.6137 0.1258
UIS1244 Absorbancia (540 nm) 0.91 0.53 0.703 0.7143 0.1903
) Glucosa (mg/ml) 0.566 0.193 0.363 0.374 0.1867
UIS1245 Absorbancia (540 nm) 0.504 0.891 0.797 0.7307 0.2018
Glucosa (mg/ml) 0.1677 0.5471 0.4549 0.3899 0.1979
UIS134 Absorbancia (540 nm) 0.0245 0.027 0.022 0.0245 0.0025
Glucosa (mg/ml) -0.3025 -0.3 -0.3049 -0.3025 0.0025
UIS122 Absorbancia (540 nm) 0.605 0.919 0.716 0.7467 0.1592
Glucosa (mg/ml) -0.034 0.274 0.075 0.105 0.1562
UIS 1244 Absorbancia (540 nm) 0.894 0.562 0.704 0.72 0.1666
4 Glucosa (mg/ml) 0.249 -0.0765 0.0628 0.0784 0.1633
UIS1245 Absorbancia (540 nm) 0.57 0.67 0.625 0.6217 0.0501
Glucosa (mg/ml) -0.069 0.029 -0.015 -0.0183 0.0491
UIS134 Absorbancia (540 nm) 0.513 0.874 0.673 0.6867 0.1809
Glucosa (mg/ml) -0.1245 0.2294 0.0324 0.0458 0.1773
UIS122 Absorbancia (540 nm) 0.635 0.652 0.6435 0.6435 0.0085
Glucosa (mg/ml) 0.184 0.201 0.193 0.1927 0.0085
UIS1244 Absorbancia (540 nm) 0.515 0.388 0.48 0.461 0.0656
6 Glucosa (mg/ml) 0.0667 -0.0578 0.0324 0.0138 0.0643
UIS1245 Absorbancia (540 nm) 0.49 0.232 0.263 0.3283 0.1409
Glucosa (mg/ml) 0.0422 -0.2108 -0.1804 -0.1163 0.1381
UIS134 Absorbancia (540 nm) 0.461 0.684 0.454 0.533 0.1308
Glucosa (mg/ml) 0.0137 0.2324 0.0069 0.0843 0.1283
UIS122 Absorbancia (540 nm) 0.738 0.668 0.736 0.714 0.0398
Glucosa (mg/ml) 0.474 0.405 0.472 0.4503 0.0393
UIS1244 Absorbancia (540 nm) 0.779 0.618 0.475 0.624 0.1521
2 Glucosa (mg/ml) 0.514 0.356 0.216 0.362 0.1491
UIS1245 Absorbancia (540 nm) 0.731 0.702 0.81 0.7477 0.0559
Glucosa (mg/ml) 0.467 0.439 0.545 0.4837 0.0549
UIS134 Absorbancia (540 nm) 0.626 0.8 0.713 0.713 0.087
Glucosa (mg/ml) 0.364 0.535 0.45 0.4497 0.0855
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Tabla E4.
Azucares reductores liberados de la cascara de cacao en 2, 4, 6 y 8 horas por cepas
UIS122, UIS134, UIS1244 (control) y UIS1245(control)
Tiempo (h) Cepa Medida 1 2 3 Promedio D.S.
UIS122 Absorbancia (540 nm) 1.092 0.836 0.919 0.949 0.1306
Glucosa (mg/ml) 0.744 0.493 0.575 0.604 0.128
UIS1244 Absorbancia (540 nm) 0.91 0.53 0.703 0.7143 0.1903
) Glucosa (mg/ml) 0.566 0.193 0.363 0.374 0.1867
UIS1245 Absorbancia (540 nm) 0.504 0.891 0.797 0.7307 0.2018
Glucosa (mg/ml) 0.1677 0.5471 0.4549 0.3899 0.1979
UIS134 Absorbancia (540 nm) 0.0245 0.027 0.022 0.0245 0.0025
Glucosa (mg/ml) -0.3025 -0.3 -0.3049 -0.3025 0.0025
UIS122 Absorbancia (540 nm) 0.605 0.919 0.716 0.7467 0.1592
Glucosa (mg/ml) -0.034 0.274 0.075 0.105 0.1562
UIS1244 Absorbancia (540 nm) 0.894 0.562 0.704 0.72 0.1666
4 Glucosa (mg/ml) 0.249 -0.0765 0.0628 0.0784 0.1633
UIS1245 Absorbancia (540 nm) 0.57 0.67 0.625 0.6217 0.0501
Glucosa (mg/ml) -0.069 0.029 -0.015 -0.0183 0.0491
UIS134 Absorbancia (540 nm) 0.513 0.874 0.673 0.6867 0.1809
Glucosa (mg/ml) -0.1245 0.2294 0.0324 0.0458 0.1773
UIS122 Absorbancia (540 nm) 0.635 0.652 0.6435 0.6435 0.0085
Glucosa (mg/ml) 0.184 0.201 0.193 0.1927 0.0085
UIS1244 Absorbancia (540 nm) 0.515 0.388 0.48 0.461 0.0656
6 Glucosa (mg/ml) 0.0667 -0.0578 0.0324 0.0138 0.0643
UIS1245 Absorbancia (540 nm) 0.49 0.232 0.263 0.3283 0.1409
Glucosa (mg/ml) 0.0422 -0.2108 -0.1804 -0.1163 0.1381
UIS134 Absorbancia (540 nm) 0.461 0.684 0.454 0.533 0.1308
Glucosa (mg/ml) 0.0137 0.2324 0.0069 0.0843 0.1283
UIS122 Absorbancia (540 nm) 0.738 0.668 0.736 0.714 0.0398
Glucosa (mg/ml) 0.474 0.405 0472 0.4503 0.0393
UIS1244 Absorbancia (540 nm) 0.779 0.618 0.475 0.624 0.1521
2 Glucosa (mg/ml) 0.514 0.356 0.216 0.362 0.1491
UIS1245 Absorbancia (540 nm) 0.731 0.702 0.81 0.7477 0.0559
Glucosa (mg/ml) 0.467 0.439 0.545 0.4837 0.0549
UIS134 Absorbancia (540 nm) 0.626 0.8 0.713 0.713 0.087
Glucosa (mg/ml) 0.364 0.535 0.45 0.4497 0.0855
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Apéndice F. Tratamiento estadistico de los datos experimentales e imagenes de los halos de
hidrolisis.
Tabla F1.

Prueba t-student de los azucares reductores liberados por la carboximetilcelulosa para
cepas UIS122, UIS134, UIS1244 (control) y UIS1245 (control)

cepa 1 2 3 Promedio D.E. Pruebat
uUiIS122 0.4014 0.2504 0.3259 0.3259 0.0755 0.00250
UiS134 0.252 0.099 0.44 0.2637 0.1708 0.10507
uUiS1244 0.114 0.113 0.103 0.1100 0.0061

uiS1245 -0.094 -0.095 -0.082 -0.0903 0.0072

Tabla F2.

analisis ANOVA de un factor para azucares liberados por la celulasa cristalina para
cepas UIS122, UIS134, UIS1244 (control) y UIS1245 (control)

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
uis122 3 -0.207 -0.069  0.003136
UIS134 3 0.791 0.263666667 0.02917233
UlS1244 3 0.327 0.109 0
UIS1245 3 -1.004 -0.334666667 0.02708133

analisis de varianza
Grados de
Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados libertad Promedio de los cuadrados F
Entre grupos 0.593770917 3 0.197923639 13.3305102
Dentro de los grupos 0.118779333 8 0.014847417
0.71255025 11

Probabilidad Valor critico para F

0.001768763 4.066180551
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Tabla F3.
Analisis anova de dos vias para azucares reductores liberados por cascara de cacao
para las cepas UIS122, UIS134, UIS1244 (control) y UIS1245 (control)
Fuente de variacion GL Suma de cuadrados  Cuadrado medio F p
Tiempo 3 1.8589 0.6196 28.02  0.000001
Cepa 3 0.6714 0.2238 10.12  0.000043
Interaccion
TiempoxCepa 9 0.8059 0.0895 4.05 0.000762
Error 48 1.3296 0.0277
Total 63 4.6658

* Nota: P <0.001 (altamente significativo).

Tabla F4.

Prueba HSD de Tukey para azucares reductores liberados por cascara de cacao para
las cepas UIS122, UIS134, UIS1244 (control) y UIS1245 (control)

Comparacion p-ajustada Significancia

UIS122 vs UIS1244

UIS122 vs UIS1245

UIS122 vs UIS134 0.0217 P<0.05
UIS1244 vs UIS1245

UIS1244 vs UIS134 0.0111 P<0.05
UIS1245 vs UIS134 0.0008 P<0.01

0.9971 no significativo (P>0.05)
0.7418 no significativo (P>0.05)

0.8319 no significativo (P>0.05)

Tabla FS5.

Analisis anova de dos vias para azucares reductores liberados por semillas de acai para las

cepas UIS122, UIS134, UlS1244 (control) y UIS1245 (control)

Suma de Cuadrado
Fuente de variacion GL cuadrados medio F p
Tiempo 3 1.2774 0.4258 27.34 <0.001*
Cepa 3 0.4368 0.1456 9.35 <0.001*
Interaccioén
TiempoxCepa 9 1.1573 0.1286 8.26 <0.001*
Error 32 0.4983 0.0156
Tabla Fé.

Prueba HSD de Tukey para azucares reductores liberados por semillas de agai para las

cepas UIS122, UIS134, UIS1244 (control) y UIS1245 (control)
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Comparacién p-ajustada Significancia
UIS122 vs UIS1244 0.6038 no significativo (P>0.05)
UIS122 vs UIS1245 0.4733 no significativo (P>0.05)
UIS122 vs UIS134 0.0661 no significativo (P>0.05)
UIS1244 vs UIS1245 0.9966 no significativo (P>0.05)
UIS1244 vs UIS134 0.5637 no significativo (P>0.05)
UIS1245 vs UIS134 0.6945 no significativo (P>0.05)
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