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RESUMEN

El aumento de efectos adversos causados por residuos orgénicos y su mala distribucion,
hace que se cuestione cada vez mas, que alternativas podrian solucionar de manera rapida,
rentable y eficiente este problema. Un organismo importante es la lombriz de tierra, Eisenia
foetida, considerada como uno de los organismos mas factibles para la trasformacion de
dichos residuos. Es la microbiota de la lombriz de tierra que realizaria gran parte del proceso
catalitico sobre los residuos vegetales, haciendo posible su trasformacion en humus
(humificacién), donde existe la interaccion de diversas enzimas como proteasas, amilasas,
celulasas, etc. El principal objetivo es aislar, caracterizar e identificar molecularmente
bacterias productoras de celulasas en intestino de Eisenia foetida (lombriz de tierra) y su
actividad catalitica sobre residuos vegetales con diferentes proporciones C/N.

Primero se preparar6 a la lombriz, colocandola en un ambiente y bajo condiciones favorables
para un adecuado crecimiento, siendo esta la fuente para los microorganismos que fueron
aislados. Se encontraron 10 bacterias a partir de dilucion 103; 2 bacterias, en residuos de
verduras (V1, V2), 3 con residuos de frutas (F1, F2, F3) y 5 con residuos de tubérculos (T1,
T2, T3, T4, T5). Luego se realizé prueba morfolégica (Tincion gram), y bioguimica (Rojo
congo 1%), con la finalidad de ir seleccionando las bacterias para el proceso fermentativo
de su actividad catalitica. El aislamiento F1 mostré6 mayor capacidad celulolitica al producir
un halo (hidrélisis en CMC) con una amplitud de 1,5 cm; asi también, se tomaron en cuenta
T2y V2, pues, aungue no hubo formacion de halo, presentaron crecimiento en la placa con
CMC 1%. Estos 3 microorganismos aislados fueron puestos en matraz con 2 tiras de papel
filtro y un matraz control, para observar la degradacién de la celulosa, obteniendose valores
de T2 (+4), F1 (+3), V2 (+2). Otro punto importante a tener en cuenta fueron los rendimientos
Yx/s (biomasa) y Yp/s (producto), los cuales se detallan como la relacion entre el producto
obtenido y el sustrato consumido, usualmente referidos a la fuente de carbono y energia.
Obteniedose un rendimiento similar para los 3 residuos vegetales, y en cuanto al rendimiento
de biomasa, se obsevo un valor mayor en en el residuo de frutas.

Se identific6 molecularmente cada aislamiento (T2, F1y V2) por la amplificacién del gen 16S
ribosomal, siendo Bacillus cereus, Bacillus subtillis y Brevibacillus laterosporus

respectivamente.

Palabras Claves: Eisenia foetida, celulasas, microorganismos, intestino de lombriz.
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ABSTRACT

The growing concern about the adverse effects caused by organic waste due to its poor
distribution, makes it increasingly questioned the alternatives that have a quick, cost-effective
and efficient solution to this problem. A key organism is the earthworm Eisenia foetida,
protocols as one of the most feasible organisms for the transformation of such waste. It is the
native microbiota, which performs much of the catalytic process on the plant residues in
guestion, making it possible to transform into humus, where there is the interaction of various
enzymes such as proteases, amylases, cellulases, etc. The main objective was to isolate,
characterize and molecularly identify cellulose producing bacteria from the intestine of
Eisenia foetida (earthworm) and its catalytic activity on plant residues with different C/N ratio.
The earthworm was first prepared, placing it in an environment and under favorable
conditions for proper growth, as this was the source of the microorganisms that were dried.
Ten colonies were found from dilution 103, with 2 with vegetable residues (V1, V2), 3 with
fruit residues (F1, F2, F3) and 5 with tube residues (T1, T2, T3, T4, T5). Then they were
performed both morphological test (Gram stain), as well as biochemical (Congo red), with the
determination to select the bacteria that met the expected characteristics, that is, with the
greatest potential. F1 isolation showed greater cellulolytic capacity by producing halo
(hydrolysis in CMC) with an amplitude of 1,5 cm, but T2 and V2 were also taken into account,
because although they have not presented halo formation, plate growth with CMC. These 3
parameters were placed in flasks with 2 strips of filter paper and a flask control, to observe
cellulose degradation, obtaining values of T2 (+4), F1 (+3), V2 (+2). Another important point
to consider was the yields Yx / s (biomass) and Yp / s (product), which are defined as the
relationship between the products obtained and the substrate consumed, usually referred to
the source of carbon and energy. A similar yield was obtained for the 3 plant residues, and
in terms of biomass yield, a higher value was observed in the fruit residue.

Each isolation (T2, F1 and V2) were molecularly identified by the amplification of the 16S

ribosomal, with Bacillus cereus, Bacillus subtillis and Brevibacillus laterosporus respectively.

Key words: Eisenia foetida, cellulases, microorganisms, intestine of the worm
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INTRODUCCION

Se realiz6 el presente trabajo de investigacion, por la frecuente suma de residuos
organicos que genera la sociedad; lo cual, no cuenta con un plan de tratamiento, siendo este
un problema que impacta al medio ambiente, poniendo en riesgo el equilibrio de nuestros
ecosistemas y Salud Publica. Ante esto, contamos con la llamada “maquina bioldgica”,
representada por los organismos. En el caso de esta investigacion, es la lombriz de tierra
(Eisenia foetida) y gran parte de su microbiota, capaces de trabajar y transformar
componentes propios de los residuos organicos, convirtiéndolos en productos para diferentes

aplicaciones, resaltando en &reaagricola.

Los residuos organicos son aquellos que poseen la cualidad de poder desintegrarse o
degradarse rapidamente, convirtiéndose en otro tipo de materia organica. La degradacién de
sustancias organicas son parte de los residuos domésticos, se descompone biolégicamente
bajo condiciones controladas (Bonmati, 2008). Existen diferentes tipos de tratamiento, el cual
modifica las caracteristicas fisico-quimicas y biolégicas de cualquier residuo y de este modo
se eliminen sus nocivas propiedades; asi también reduzca su volumen o simplemente se haga
susceptible de recuperacion (Pineda, 2006). La seleccion de los tratamientos es dada por
cuatro factores, las cuales son: alternativas de la técnica adecuada de tratamiento, la
naturaleza de flujo de residuos, el objetivo del tratamiento, consideraciones econdémicas y

energeéticas.

De estos factores, una adecuada técnica de tratamiento, es Lombricultura que tiene
como proceso: la adsorcion por carbono con el tipo de estado sélido. Entonces, con esta
técnica, la degradacion de los residuos solidos organicos domésticos (RSOD), tiene la
disposicién de la materia en conjunto con un organismo capaz de procesar y/o transformar los
residuos en abono organico (humus), comiunmente el humus es generado a partir de la
bioconversion de los residuos organicos existente. Para esto se necesita realizar un flujo de
estos residuos, identificar los procesos posibles de tratamiento y eliminar aquellos que

probablemente no resulten adecuados. (Gaggero & Ordofiez, 2009)



El material biolégico es Eisenia foetida, un organismo ideal para este proceso, la cual
excreta aproximadamente 60% de lo que ingiere de la materia organica descompuesta; por
ello, se tiene en cuenta las caracteristicas biolégicas de la lombriz y las condiciones
ambientales 6ptimas para su desarrollo; por ejemplo, la temperatura debera oscilar entre los
12 °C y 25 °C; el pH del sustrato se debe estabilizar entorno a la neutralidad (6.8 — 7.2) (Diaz,
2002).

En la lombriz, el proceso de digestion inicia en la cavidad bucal y termina en el intestino
donde grupos de microorganismos, por accion enzimatica hace que la materia organica se
degrade, lo cual esta influenciada por el tipo de alimento los que poseen mayor porcentaje de
celulosa; ya que, las lombrices se alimentan principalmente de plantas y materiales vegetales,
dando como resultado la excrecién en forma de humus (Ademolu et al., 2014). Cuando los
sustratos biodegradables son digeridos por las lombrices, una gran variedad de
microorganismos (entre ellos bacterias y hongos), poseen una enzima llamada celulasa, la
cual es capaz de tranformar a la celulosa en moléculas menos complejas, haciendo mas

rapida y facil su asimilacion como fuente de carbono. (Aburto & Garcia, 2013)

Una investigacion que se realiz6 en Korea, consitié en aislar bacterias existentes en el
tracto intestinal de las lombrices de tierra, con la finalidad de obtener un consorcio microbiano,
con las condiciones fundamentales, siendo aerébicas o anaerébicas. Por ello, identificaron 39
bacterias, realizando la amplificacion en cadena de polimerasa (PCR) (Gaggero & Ordofiez,
2009), como resultado de esta identificacion fueron las bacterias Aeromonas sp. y Bacillus
sp., siendo dominantes en alimentos, tractos intestinales y desarrollo de las lombrices de
tierra. Entonces esta investigacion es una buena alternativa, afirmando que, en el tracto

intestinal habita el género Bacillus sp. (Hong Kim, Sam , Sub Ch, & Wook, 2011)

Asi mismo, habitan otras bacterias dentro del intestino de Eisenia foetida que son
productoras de celulasas; por ejemplo, en esta investigacion de los autores (Ramirez et al.,
2013), se encontré Streptomyces albaduncus en el intestino de Eisenia foetida. Con el uso de
medios de agar de glicerol asparagina, los organismos fueron identificados como
Actinomicetos sp. Se determiné la actividad endoglucanasa del caldo de cultivo durante el
crecimiento Actinomicetos midiendo la liberacion de azucar reductor a partir de celulosa

carboxilo metilo (CMC), medio de sales minerales.



El azlcar reductor que se ensayo0 fue por el método del 4cido salicilico di-nitro (DNS),
utilizando glucosa como el estandar de azucar. La produccion de la enzima celulasa era baja

a 37 °C, y a 50 °C se observo una produccién éptima, con pH de 6,5 a 7,0 (Sam et al., 2011).

En el Perd, la Universidad Nacional Mayor De San Marcos, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, aislaron y selecionaron bacterias celuloliticas de las fuentes termales ubicados en
el callejon de Huaylas, Ancash - Peru. Este aislamiento se obtuvo de muestras frescas,
enriquecido con medio basal salino (MBS), con pH de 6,5 a 50 °C, se realizé la seleccién
mediante la coloracion con rojo congo sobre placas, con medio carboximetil celulosa (CMC)
(ANEXO II). Se analiz6 el gen 16s rDNA para su identificacion taxonémica. Se aislaron 62
bacterias, de las cuales 29 mostraron halos de hidrélisis en CMC, y mediante el andlisis del
gen 16S rDNA, se encontr6 que las bacterias seleccionadas corresponden Bacillus
licheniformis, B. subtilis y Cohnella laeviribosi, presentando mayor actividad en B. subtilis
(Tamariz, 2014).

Es de interés comercial la produccién de un consorcio microbiano, destinando su uso
en conjunto a la optimizacion o mejoramiento del proceso industrial a gran escala de la
tranformacion de residuos organicos tales como residuos vegetales, contribuyendo asi a
reducir el impacto negativo que genera cuando estos son desechados de manera incorrecta,

brindando un valor agregado.

Por lo anterior mencionado, es importante considerar la siguiente incognita: ¢ Cuales son
las bacterias productoras de celulasas aisladas, caracterizadas e identificadas
molecularmente que existen en el intestino de lombriz de tierra que tienen alta actividad

catalitica sobre residuos vegetales con diferente proporcion C/N?



OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar, caracterizar e identificar molecularmente bacterias productoras de celulasas del
intestino de Eisenia foetida (lombriz de tierra) y su actividad catalitica sobre residuos
vegetales con diferente proporcion C/N.

Objetivos Especificos

e Aislar y caracterizar bacterias obtenidas a partir del intestino de Eisenia foetida
(lombriz de tierra).

¢ Amplificar el gen que codifica ARN ribosomal 16S mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR).

e Determinar proporcién de carbono en relacion al nitrdgeno para cada residuo vegetal,
al inicio del proceso.

e Cuantificar la actividad catalitica de las bacterias seleccionadas sobre el sustrato de
celulosa, y residuos vegetales por determinacion de azlcares reductores.

¢ Determinar la celulosa, en base al rendimiento de biomasa y producto por consumo
de sustrato.

e Analizar y representar la mayor actividad en residuos vegetales de verduras, frutas y

tubérculos.

HIPOTESIS ESTADISTICA

H1: Existen bacterias capaces de transformar la celulosa, se encuentra este carbohidrato
en la pared celular de los residuos vegetales, que puedan representar un potencial
de contaminaciéon que afecte al medio ambiente. La mayoria de estas bacterias
pertenecen al género Bacillus, aisladas a partir del intestino de Eisenia foetida

(lombriz de tierra).

HO: La mayoria de estas bacterias que pertenecen al género Bacillus, aisladas a partir del

intestino de Eisenia foetida (lombriz de tierra), no producen celulosa.
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MARCO TEORICO

Enzimas celulasas

La celulosa es el carbohidrato mas abundante, forma el 40 al 60 % de la pared celular
de las plantas (Dongowski et al., 2002). Las microfibrillas de celulosa estan estabilizadas
por enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares y rodeadas por polisacaridos
hemiceluloliticos (mano y xilano), los cuales hacen extremadamente resistente a la
hidrolisis quimica y biologica (Meherbe et al., 2002). Los microorganismos son capaces de
hidrolizar estos enlaces, con su complejo sistema de enzimas denominadas celulasas
(Ovando et al.,, 2005). Estas enzimas son producidas por gran variedad de
microorganismos de los cuales destacan bacterias y hongos, entre estas bacterias estan
las celuloliticas aerobias mas abundantes y conocidas como Bacillus sp, Cellulomonas sp,

Pseudomonas sp, Vibrio sp (Ramirez et al., 2003).

Por medio de secreciones de enzimas es que participan los microorganismos, siendo
fundamental en la depolimerizacion de los componentes organicos de diferentes residuos.
Las mas importantes entre estas enzimas son las celulasas, lipasas, fosfatasas,
hemicelulasas y proteasas. Cuando las enzimas que producen los microorganismos son
extracelulares pueden ser potencialmente Utiles en la degradacion de diferentes sustratos.
Estas enzimas extracelulares, con respecto a las intracelulares tienen ventajas, porque
para ser extraidas no necesitan técnicas de ruptura, presentan una estructura mas
compacta y son menos susceptibles a la degradacion. Tales enzimas hidrolizan moléculas
grandes como celulosa, pectina, almidén, hemicelulosa, lipidos, proteinas y &acidos
nucleicos, que los microorganismos asimilan como fuente de energia y carbono (Cruz et
al., 2009).

Eisenia foetida

Actualmente, los sectores productivos generan grandes cantidades de residuos
organicos, como las excretas de animales, los residuos agricolas, residuos industriales,
residuos humanos y lodos residuales. En algunos casos, estos residuos organicos tienen
alguna aplicacion, pero en la mayoria de ellos no son reutilizados, sino simplemente
arrojados a los basureros, rios, lagos y océanos sin ningun previo tratamiento; esto genera
al ambiente un impacto negativo (Lopez Méndez et al., 2013). Para el tratamiento de
desechos organicos, una de las opciones que existen es la lombricultura (también llamada

vermicultura). Consiste esta técnica en la elaboracién de abono organico a travées de la
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utilizacion de varias especies de lombrices, de las cuales la mas conocida y usada es
Eisenia foetida, conocida también como “californiana” o “lombriz roja”.

Mediante el uso de la lombricultura, es posible convertir casi cualquier tipo de
desecho organico, en un producto final denominado genéricamente como lombricompost;
el cual, es utilizado en la agricultura. Los abonos organicos contribuyen a la solucion del
problema sobre contaminacion del ambiente, pues mejoran las propiedades quimicas del
suelo, propiedades fisicas y biologicas (Duran & Henriquez, 2009).

En el tracto digestivo de la lombriz se ha encontrado una diversidad de
microorganismos como: bacterias, hongos. Las lombrices de tierra pueden regular
directamente la poblacién de microorganismos por la gran cantidad que consumen de estos
a partir del suelo; es decir, conduce a la proliferacion de microorganismos en el tracto

digestivo (Byzov & Khomyyakov, 2007).

Proporciéon C/N en residuos vegetales

Para los microorganismos el carbono es una fuente de energia y el nitrdgeno es un
elemento necesario para la sintesis proteica. Una relacion adecuada entre estos dos
nutrientes en cuanto al sustrato, favorecerd un buen crecimiento y reproduccion de
microorganismos. La proporcion C/N éptima suministrada; es decir, material "crudo o
fresco" a compostar, es de 25 unidades de carbono por una unidad de nitrégeno, es decir
C (25)/ N (1) = 25. En términos generales, una relacion C/N inicial de 20 a 30 se considera
como adecuada para iniciar un proceso de compostaje. Si la proporcion C/N esta en el
orden de 10 nos indica que el material tiene relativamente mas Nitrégeno. Si la relacién es
de por ejemplo 40, manifiesta que el material tiene relativamente mas Carbono. Segun
datos obtenidos por el Lic. Miguel Angel Pravia, la relacion C/N de residuos frutales fue de
30/1 (Pravia, 2012).

Bacterias celuloliticas

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen bacterias y hongos; siendo,
aerobios, anaerobios, terméfilos y mesofilos que ocupan diversos habitats; entre las
bacterias més diversas y conocidas son las aerobias dentro de las cuales son: Cytophaga
sp., Vibrio sp., Bacillus sp., Cellulomonas sp., Pseudomonas sp. y Thermobifida sp.
Ademas, se encuentran algunos anaerobios como: Acetivibrio cellulolyticus, Thermo
monospora sp., Butiri vibrio sp., Bacteroides cellulosolvens, Bacteroides succionogenes,
Clostridium cellulovorans, Clostridium thermocellum, Ruminococcu salbus, Coryne

bacterium sp., Tuminococcus flavefaciens. El pH optimo para la actividad de celulasas
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producidas por bacterias abarca un amplio rango; el cual, incluye condiciones acidas y
alcalinas (Gaitan et al., 2007). La morfologia celular también sirve para caracterizar a las
bacterias, las cuales pueden ser bacilos, cocos y espirilos. Algunos bacilos producen
endosporas que permanecen en estado latente en condiciones adversas (Alexander,
1990).

Actividad catalitica

La presencia de una enzima es determinada por la medida de la reaccién que
cataliza, pudiéndose estimar la cantidad de enzima por la velocidad de reaccion. Ademas,
la caracterizacion de una enzima implica la determinacién de su actividad en diferentes
condiciones. Por esto, la medida de actividad enziméatica es de importancia para la

investigacion.

Tabla 1. Bacterias celulolitica con alta actividad.

Actividad H
Microorganismo ifi . P
g especifica 6ptim
(mmol.min" P
1mg?) 0
Bacillus subtilis 514,0 5-7
Clostridium 428,0 7
thermocellum 6,7 6
Streptomyces murinus 5030,0 6
Bacillus macerans 369,6 9
Bacillus sp

Fuente: (Howard et al., 2003)

La accion enziméatica es el factor mas importante en el proceso de degradacién de
celulosa donde los microorganismos (Tabla 1) tienen la capacidad de sintetizar exoenzimas
(celulasas), que van a actuar sobre la celulosa con lo cual la hidrolizaran hidrolizando en
productos que puedan ser usados como fuente de energia y carbono (Barrera et al., 2009),
estas enzimas confieren la posibilidad de degradar las fibras de celulosa principalmente

por dos sistemas enziméaticos llamados agregativos y no agregativos (Marin, 2007).



MATERIALES Y METODOS

Construccion del habitat.

Lugar: Las cajas con estructuras de Tecnopor con poros de 2 cm (laterales y tapa) lo
gue favorecié la aireacion, el modelo que se siguio es “Can-O- worms”, Grupo
de Accion para el Medio Ambiente (GRAMA, 2007), se observa en la Figura
12 ¢ — ANEXO II, se colocé en un soporte de madera y se cubrio la superficie
de la caja con material de plastico amarillo, el color amarillo evitdé las
radicaciones directas (GRAMA, 2007) y la entrada de insectos.

Siembra: La cama en donde se consigno, es tierra arcillosa, conseguida en la
Agropecuaria “Agro Tokape”. De acuerdo a su volumen (0,005 md), se
necesitd 20 000 lombrices por m? (pero, se obtuvo de area total 0,2 m?, lo cual
se necesitd 4 000 lombrices con peso de 20 g) (Chicaiza, 2007). (Figura 11,
12ay b) — ANEXO II.

Alimento: Su fuente de sustrato en la cama (residuos de verduras, tubérculos y frutas)
estuvo entre 25°C a 30°C (Chicaiza, 2007). El alimento fue suministrado en
capas delgadas, cada 7 dias, dependiendo de la cantidad de residuo

(verduras, tubérculos y frutas) que fue degradando (Figura 12b) — ANEXO II.
Preparacion de materia prima

Se establecio el lugar donde se extrajo dicha materia organcia (verduras, tubérculos
y frutas); para esto, se escogieron casas en la urbanizacion Nicolas Garatea, distrito
Nuevo Chimbote, departamento de Ancash.

Dicha recoleccion fue respecto a su naturaleza (residuos vegetales), se realizé
después de 24 h expuesta a temperatura ambiente para obtener temperatura 6ptima de
20 — 30°C, y para su almacenamiento, se recolecté en contenedores (balde 300 mL). El
método para controlar la temperatura consistio en la remocién, para evitar que el medio
donde se encontrase la lombriz empiece a descomponerse (Diaz, 2002). La materia no
estaba ni himeda ni seca, mediante Ferruzzi (1986), el cual consisti6 en comprimir un
pufiado del material con el uso de guantes de asbesto y comprobar si suelta liquido
(apenas gotas); es decir, la humedad correspondio entre 70% y 80%, con este método se
mantuvo la aireacion. Se controlé pH usando un potenciémetro y por el tipo de residuo
vegetal, para el sustrato de frutas se evitd el suministro de cascaras de residuos de frutas

citricas (naranja, mandarina, etc.); en el caso de verduras, se evité suministrar verduras
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con alto grado descomposicion; por lo tanto, se mantuvo pH neutro (Diaz, 2002). Para el
consumo adecuado de materia prima se realiz6 picado de los residuos (verduras,
tubérculos y frutas); en él, se empled cuchillo para realizar la funcion, el tamafio se

conservo entre 25y 75 mm (2,5cm y 7,5 cm) (Diaz, 2002).

Andlisis Carbono/Nitrogeno (C/N) en sustratos.

La proporcion C/N, se analiz6 al inicio del proceso para cada residuo vegetal, con
el proposito de mantener en estado éptimo del sustrato suministrado; teniendo asi,
residuos de verduras (15/1), residuos de tubérculos (25/1) y residuos de frutas (40/1); se
desarrollé por el método de Walkley y Black para materia organica; y, el método de
Kjeldahl para nitrogeno (ANEXO Ill), datos brindados en la Universidad Nacional Agraria
La Molina, Facultad de Ciencias, Laboratorio de Ecologia Microbiologia “Marino
Tabusso”. La Eisenia foetida asimil6é 1/3 de la materia organica, y eliminé 2/3 (Chicaiza,
2007); es decir, en forma de CO.. La fraccion asimilada como 1/3 de materia prima, es la
energia para su metabolismo. Por consiguiente, la materia prima es asimilada 100 %; la
cual, es distribuida a su organismo y ambiente; este Gltimo, es para produccion del humus
(Chicaiza, 2007).

IV. Procedimientos previos para la obtencién de bacterias en intestino de lombriz de tierra.

a. ldentificacion de la lombriz tierra.

La lombriz de tierra (Eisenia foetida) es de color rojo oscuro. La etapa de adultez
es alcanzada a los 3 meses de nacidos; asi tambien, su madurez sexual mide de 5 a
6 centimetros, su diametro oscila entre 3 y 5 mm y pesa aproximadamente un gramo.

Para seleccionar al ejemplar, se tomé6 en cuenta la edad de la lombriz, la cual
oscilé de a 3 a 4 meses, cumpliendo las condiciones de tamafio y por desarrollar su
clielo. Ferruzi, C. (1986)

b. Diseccion de la lombriz de tierra.

Esta lombriz se obtuvo de parcela de vermicompost (2 m por 3 m) de un Terreno
de cultivo Urb. Pepao, Nuevo Chimbote, Ancash, luego cultivadas en cajas del material
de Tecnopor (Figura 12) — ANEXO Il. Cada organismo (1 lombriz por sustrato) se lavo

2 veces en agua destilada (estéril) por 2 minutos en placas, y se refriger6 por 4 horas.
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Se desinfect6 el area de trabajo con alcohol 90 %, se prepar6 la cdmara de seguridad
para una posterior diseccién, después del tiempo de congelacion se trasladé la lombriz
en placas estériles (dentro de la camara de bioseguridad), para la diseccion la lombriz
se fij6 en posicidn horizontal por la parte dorsal (hacia abajo) y la parte ventral se abrié
longitudinalmente a lo largo de la lombriz roja californiana (Eisenia foetida) (Figura 13)
— ANEXO I, se afiadié 2 mL de solucién salina 0,85% (homogenizar durante 1 minuto),
luego de ello se extrajo 1 mL de muestra (Figura 14) — ANEXO Il. Se realizé diluciones
10%, 102, 103, (1 mL de muestra + 9 mL de solucién salina 0,85%, homogenizar), se
escogio la dilucién que contenga menos carga microbiana (107), (Devaki et al., 2015)

todos los ensayos fueron evaluados por triplicado.

V. Aislamiento y caracterizacion de bacterias en intestino de lombriz de tierra.
a. Aislamiento de bacterias a partir del intestino de lombriz de tierra.

Luego 1 mL de la dilucién (10%) se inoculd en placas estériles (1 placa por sustrato
0 Lombriz) los medios preparados y esterilizados (agar TSA, medio nutritivo para
bacterias aerobias, anaerobias y facultativas, teniendo su crecimiento sin estrés debido
a sus componentes), las diluciones en placas respectivas fueron sembradas por
extension (Figura 15) — ANEXO Il. Estas placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.
La primera identificacion se dié mediante el uso de técnica, tincion gram, observandose
rojo o violeta, dando como resultado positivas 0 negativas; y su forma, siendo cocos o
bacilos. Luego, se sembrd cada colonia pura en viales con medio TSA para un posterior
proceso (Figura 16 y 17) — ANEXO Il. (Devaki et al., 2015).

b. Caracterizacion bioquimica y evaluacién cualitativa de bacterias

De las bacterias seleccionadas mediante el procedimiento anterior (Figura 18, 19
y 20) — ANEXO IlI, y con la obtencion de cultivo puro, se realizé la caracterizacion
bioquimica. Estas colonias se sembraron en medio CMC 1% (ANEXO 1), incubadas a
37°C por 24 horas. Las placas que pesentaron crecimiento se les afiadi6 Rojo congo
1%, esparciendo en toda la placa, dejando por 15 minutos en reposo, se retiré lo
sobrante y se afiadié NaCl, cuya concentracion fue de 2 mol/L (solucién salina), por 15
minutos (se repiti6 1 vez mas). La placa con crecimiento bacteriano que se visualizd
halo (Figura 21 y 22) — ANEXO I, se obtuvo el indice de potencia (IP), midiendo el
didmetro de la colonia (DC) entre la medida del halo (H) (Figura 21) — ANEXO Il (Devaki

et al., 2015).
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Para la evaluacion cualitativa, se prepar6 medios liquidos por cada bacteria
seleccionada, estos medios liquidos en matraz de 500 mL con medio CMC 1 % (40 mL)
+ dos tiras de papel filtro (Whatman N°1), su temperatura es la misma que se realiz6 en
la siembra de CMC 1%, tiempo de incubacion es de 7 dias, se observé diariamente la
degradacién del papel filtro; por consiguiente, se agrupé por su degradacién (Tabla 2)
(Figura 23) — ANEXO II.

Tabla 2. Calificacion de la degradacién del papel filtro (Whatman N° 1)

. . Valoracioén de la
Calificacion 5
degradacion
Muy Buena +4
Buena +3
Regular +2
Escasa +1
Ausencia -

Para el analisis cuantitativo de actividad catalitica se seleccioné las bacterias que

presenten mayor calificacién en su degradacién (+4, +3) (Ademolu et al., 2014).

VI. Actividad catalitica de bacterias productoras de celulosa.

a. Tratamiento al sustrato de Residuos vegetales para el proceso fermentativo.

Se realiz6 este tratamiento para desinfectar los residuos vegetales y controlar pH
al inicio del proceso; y asi, no ser un factor de variacion durante el proceso
fermentativo. Por consiguiente, los residuos vegetales (veduras, tubérculos y frutas)
se pesO 12 g/L, cortados en fragmentos de 0,5 a 1 cm, se ajusté la humedad a 80%.
Para esto a los Residuos (1,2 g/ 100 mL) se realizé un tratamiento con 3 mL de HCI
5% por 24 horas (Figura 24) — ANEXO Il, se midi6 pH, se lavé 2 veces con agua
destilada (agitando), se midi6 pH, se afiadié 4mL de NaOH 1% (agitando), esperar 10
minutos (verduras), 20 minutos (tubérculos) y 15 minutos (frutas), cada uno en
diferentes tubos, se lavo 2 veces con agua destilada, medir pH y regular a basico,
secar a 50° C por 2 horas (verduras, tubérculos y frutas), luego se esteriliz6 a 121°C

cada residuo vegetal en placas (Alvarez, 2010).

11



b. Preparacion de inéculo.

Las bacterias con mayor actividad (+4, +3), se suspendieron en solucion salina
0,85%, se afiadié 10 mL de esta suspensién en matraz con 90 mL de medios liquidos
(tres matraz) que contiene cada uno de los sustratos tratados anteriormente (residuos
vegetales, respectivamente) considerando como control el medio de celulosa
(sustrato CMC 1%), teniendo en total 4 matraz de 100 mL (Figura 25) — ANEXO Il, a
37°C durante 24 horas a 150 rpm. La muestra fue extraida cada 4 horas, se realizaron

tres repeticiones.

» Concentracion de in6culo para la suspensiéon

Las bacterias con mayor actividad (+4, +3), en el vial se le afiadié 2 mL de
solucion salina (0,85%), se dejo inclinado por 5 minutos, se extrajo 1 mL de esta
suspension (se eliminé el sobrenadante) y se afiadié a placa con medio Agar
TSA (composicion; peptona de caseina 15 g/L, peptona de soya 5 g/L, lactosa
10 g/L, cloruro de sodio 5 g/L, polisorbato 80 5 g/L, lecitina 0,7 g/L, Agar-Agar 15
g/L) (MacFaddin,1985) a 37 °C por 24 horas.

Luego se realizd un raspado con aza bacteriologica a la placa con el in6culo,
se afiadié a tubos con 9 mL de solucion salina (0,85%) (Figura 22) — ANEXO I,
se determiné turbidez con NMF (Nefelémetro de Mc Farland) N° 4 concentracion
12x10° (Figura 27) — ANEXO I, se adicion6 al matraz con 50 mL de solucién
salina (0,85%) para luego realizar la distribucién de 10 mL de suspension a cada

matraz (Tabla 3) a 37 °C por 24 horas, con pH neutro.

Tabla 3. Composicién de cada matraz para proceso fermentativo.

Matraz Sustrato 1% Nutrientes g/L

Extracto de levadura: 2,5

Matraz 1 Peptona: 2,5
CMC L :
Control Fosfato di-basico de potasio: 0,1
verduras . _
Matraz 2 i Fosfato monobasico de potasio:
tubérculos
Matraz 3 0,1
frutas
Matraz 4 Sulfato de amonio: 0,5

Cloruro de calico: 0,5

Gaitan, et al. (2007)
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> Proceso Fermentativo

De los matraz se extrajo 2 mL, cada cuatro horas a 2 500 rpm por 30
minutos de centrifugacion, se obtuvo el sobrenadante y extracto crudo. Se

conservo el sobrenadante a temperatura de — 20°C.

Cuantificacion de actividad catalitica del proceso fermentativo.

Del sobrenadante obtenido por centrifugacién se distribuyé 2 mL de cada
muestra a tubos respectivamente, para una posterior determinacién de azucares
reductores (DNS) (Devaki et al., 2015). (ANEXO II)

> Determinacion de azUcares reductores.

Se realiz6 por técnica colorimétrica por DNS, utilizando asi una curva patrén
de solucion stock de glucosa 0,4 g/L (Tabla 11). A partir de 2 mL de sobrenadante
obtenido se tomé un volumen de 0,25 mL a otros tubos con tapa rosca, al cual
se adicion6 0,25 mL de DNS, agitando por un minuto, esta mezcla se sometié a
ebullicion por 5 minutos, transcurrido este tiempo, la mezcla se llevé a un
recipiente con hielo por 5 minutos, posteriormente se adicioné 2,5 mL de agua
destilada, por 2 minutos se agitdé cada tubo, su lectura fue en espectrofotémetro
a una longitud de onda de 540 nm, para registrar la absorbancia generada (Tabla
12), la cual se reemplazé en la ecuacién de la curva patrén de glucosa
previamente realizada (Figura 31), para la obtencién de la concentracion de

glucosa residual en cada cuatro horas de muestreo. (Duran et al., 2009)

» Actividad catalitica sobre papel filtro. (Pachén et al., 2010)

Se prepard el extracto crudo obtenido de la centrifugacion, para
conseguir el volumen vy distribuir en cada tubo se afiadi6 solucién salina
(0,85%), aproximadamente 4 mL. Se preparoé el buffer citrato de sodio 50 mM

con pH 5, entonces en 4 tubos se afiadio (ANEXO [V):

Tubo N°1: Tira de papel filtro Whatman N°1 + 1 mL buffer citrato de sodio a
pH 5 (BS: Blanco Sustrato).
Tubo N°2: Tira de papel filtro Whatman N°1 + 1 mL de extracto enzimatico

+ 1 mL buffer citrato de sodio a pH 5 (Rx: Reaccion).
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Tubo N°3: 1 mL de extracto enzimatico + 1 mL buffer citrato de sodio a pH 5
(BM: Blanco muestra).

Tubo N°4: Tira de papel filtro Whatman N°1 + 1 mL de extracto enzimatico
(MT: Muestra).

Todos los tubos pasaron a una incubacién de 50°C por 60 minutos, se
evalué por la técnica colorimétrica de DNS, en unidades celuloliticas las que
son cantidades de azucares reductores (glucosa) umol/min.mL (Tabla 6, 7y 8).
La concentracion de los azucares reductores producidos, se calculd la
absorbancia neta de la muestra (AMN) y absorbancia de muestra Blanco
(Buffer) (AMB), indicando absorbancia (A) (Tamariz, 2014) (ANEXO IX):

AMN = AMB — (ABM + ABS)

VII. Determinacion de celulosa en los sustratos de residuos vegetales (verduras, tubérculos

y frutas).

Para la determinacion de la celulosa, se emple6 el método de Kurschner y Hoffer
(Bautista et al., 2005). Las muestras (residuos vegetales), fueron sometidas a un
proceso de extraccion de componentes en agua a 95 °C, mezclando las muestras con
agua destilada durante 3 horas. Se filtré el residuo y se dej6 secar a 105 °C.

Se pes6 2 gr de esta materia seca, se colocaron en matraz y se afiadié 20 mL de
etanol y 5 mL de &cido nitrico concentrado, se coloc6 en bafio Maria a 100 °C durante
30 minutos, la solucién se filré con porosidad media, el liquido se desechd y el sélido se
sometié por segunda vez a igual temperatura y tiempo, se realizé una decantacién como
la etapa anterior y se realiz6 por tercera vez el procedimiento durante 1 hora. La materia
filtrada se lavé con agua destilada caliente, luego se afiadié 100 mL de solucion saturada
de acetato de sodio y por ultimo con 500 mL de agua destilada caliente. El residuo se
secO a 105 + 3 °C para luego enfriarlo y pesarlo.

La celulosa se calcul6 con la siguiente formula:

Por
Celulosa= —;
Po

Donde:
Por = Peso seco del residuo (g)

Po = Peso anhidro de la muestra (2 g)
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VIII. Identificacion molecular de bacterias aisladas con mayor actividad catalitica.

Todo el procedimiento se desarroll6 siguiendo la metodologia estandarizada por el
Laboratorio de Ecologia Microbiologia “Marino Tabusso” (Facultad de Ciencias,

Universidad Nacional Agraria La Molina).

a. Extraccion de ADN

Los aislamientos que presentaron mayor actividad se cultivaron en medio CMC
1% (CMC 10 g/L, peptona 2,5 g/L, extracto de levadura 2,5 g/L, cloruro de sodio 0,5
g/L, fosfato dibasico de potasio 0,1 g/L, fosfato monobésico de potasio 0,1 g/L y
sulfato de amonio 0,5 g/L) (Gaitan et al., 2007), a 37 °C por 24 horas en tubos de
ensayo. Las bacterias a 12 000 rpm por 5 minutos de centrifugacion, y se eliminé el
sobrenadante, éste procedimiento se realizé una vez mas por la conservacion de la
pureza del cultivo.

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el kit comercial (Thermo Scientific,
GeneJET, Estados Unidos), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y el

ADN se almacené a -20 °C para posteriores analisis.
b. Amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa

Por el método de Huang et al.,, 2012. La amplificacion del gen 16S rRNA
correspondié una identificacion de las bacterias seleccionadas. La reaccion de
cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 en un termociclador (MyCyclerTM Thermal
Cycler, Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos). Cada mezcla consisti6 (50 pL), buffer
10x, 1.5 mM de MgCl, 0,2 uM de cada cebador, 0,2 uM dNTP, 2,5 U/uL Taq ADN
polimerasa (TaKaRa Biotechnology, China), y 25 ng/pL de ADN molde.

Se utiliz6 cebadores universales bacterianos (Tabla 4).

Tabla 4. Descripcion del primer para la amplificacion del gen 16S rRNA.

L Tamaio del
Nombre Secuencias 5> 3 _
amplicon esperado

EUB-27F AGAGTTTGATCMTGGCTAG

1400 a 1500 pb
EUB-1492R GGGTACCTTGTTAGGACTT

(Frank et al., 2008).
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El programa de PCR involucrdé los siguientes parametros de temperaturas

y tiempo en el termociclador mencionado (Tabla 5).

Tabla 5. Temperaturas y tiempo para la ampliacion en termociclador.

Proceso Temperatura Tiempo
Start
. 94°C 5 min
desnaturalizacion
L 94°C 30 seg
Desnaturalizacion )
_ 55°C 30 seg 35 ciclos
Anneling .
72°C 1,5 min
Extension .
72°C 10 min

Extensién Final

(Huang et al., 2012).

Las secuencias amplificadas por PCR se visualizaron por electroforesis en
gel de poliacrilamida 1,2 % (p/v) y tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/mL)
durante 80 min a 80 voltios.

Secuenciacion

Los productos de PCR correspondientes al gen del ARNr 16S con amplicones
purificados fueron secuenciado por la empresa Macrogen (Korea de sur) enviado por
Laboratorio de Microbiologia Marino Tabusso, Lima.

Para alineacién y analisis de secuencias recibidas, se empled el programa
BioEdit. Luego, compararon las secuencias obtenidas de 16S ARNr de las bacterias
aisladas con otras especies conocidas, depositadas en la base de datos GenBank
(Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos), a traves de una busqueda de
nucleétidos BLAST porpocionada por el Centro Nacional de Informacién sobre
Biotecnologia (NCBI) (ANEXO XII). Posteriormente, las secuencias obtenidas en el
GenBank fueron alineadas usando el programa CLUSTAL versién 2,1. (Larkin et al.
2007)
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IX. Disefio Experimental

Se realiz6 con un disefio No Experimental tipo transaccionales o transversales para
estudios correlaciones/ casuales de una casilla; en cuanto la actividad catalitica se emple6
el disefio factorial A*B con tres réplicas por cada procedimiento, un factor la biomasa,
sustrato y actividad catalitica, con tres tipos de residuos vegetales (verduras, tubérculos y
frutas) y sustrato control (CMC 1%).

X. Andlisis estadistico
Todos los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante

(ANOVA) por clasificacion simple de un factor, a través del programa Microsft Excel (office

16), con un nivel de significancia P< 0.05 y de confianza 95%.
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RESULTADOS

Se observa datos obtenidos de azucares reductores y de actividad catalitica, de la bacteria
seleccionada T2 (obtenida de residuos de tubérculo). Las condiciones de estos procesos fueron
pH 5 a 50 °C, extrayendo muestra cada 4 horas.

Se demostré la actividad catalitica haciendo el ensayo del procedimiento; teniendo en cuenta
la actividad en unidades celuloliticas, consumo de sustrato en concentraciones de glucosa y
crecimiento microbiano de la bacteria seleccionada T2 (ANEXO V) en sustrato CMC 1%. En la
Figura 1, la actividad catalitica asciende cada 4 horas; a su vez, el sustrato es consumido
mostrando crecimiento exponencial, obteniendo resultados reales del microoganismo T2,

puede producir celulosa en tiempo determinado.

— 138 0.07 _
} ]
S 16 0.06 %}
©
S 14 £
= 1 0.05 ¢
E 1.2 ‘0
'~ o
S I 004 ©
© )
5 o8 1 003 &
= @)
S 06 0.02 ©
<

0.4

[ 0.01
0.2
0 % 0
02 0 2 4 6 8 10 12 % 501
Tiempo (h)
—@— celulasa —@— Glucosa Crec.

Figura 1. Actividad de celulosa (UI/L), concentracién de glucosa (mg/mL) y crecimiento
microbiano de T2, cada 4 horas en CMC 1%.

Indicando margen de error 5%, encontrandose en eje secundario el consumo de sustrato en

unidades de glucosa y el crecimiento microbiano.
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Enlatabla 6, 7y 8, se muestra por el lado izquierdo, datos de azucares reductores realizados

por la técnica colorimétrica DNS, la muestra se extrajo cada 4 horas, cuyo resultado se

reemplaza en la ecuacion de la concentracion de glucosa (Figura 31) — ANEXO Il. Del lado

derecho, se observa la actividad catalitica (Ul/mL), calculado por la técnica de azucares

reductores en sustratros CMC 1% (control) y residuos de frutas, tubérculos y verduras,

extrayendo muestra cada 4 horas, para la primera toma de muestra se esperd 8 horas,

porque el extracto crudo a obtener en tiempo cero, era minima en los sustratos.

Tabla 6. Azlcares reductores (g/L) y actividad catalitica (Ul/mL) en proceso

fermentativo de bacteria T2 con sustrato Residuos frutas.

Azticares reductores (g/L) Actividad catalitica (Ul/mL)
i . ; CMC 1% Residuos frutas
T i [reveama || conwol | pevatade
0 0,134 0,072
4 0,023 0,054 8 1,60 1,200
8 0,041 0,054 12 0,40 0,002
12 0,040 0,043 16 0,07 0,100
16 0,027 0,009 20 0,90 0,006
20 0,021 0,025 24 0,80 0,050
24 0,021 0,017 28 0,30 1,200
g 1.2 Control = == Frutas
5
g 1
£
S 08
>
A 06
S
> 04
.
2
0.2

11

13 15

17 19
TIEMPO (H)

21 23

25

Figura 2. Actividad cataliticade la muestra neta (AMN) de Control y frutas, cada 4 horas.

Indicando margen de error 5%. Se obtiene actividad catalitica con bajas concentraciones

(Ul/mL), siendo no constante en el tiempo de 28 horas
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Tabla 7. Azlcares

reductores (g/L) y actividad catalitica (Ul/mL) en proceso

fermentativo de bacteria T2 con sustrato de Residuos tubérculos.

. Actividad catalitica (U/mL)
Tiempo Azucares reductores (g/L) Tiempo

(h) _ _ (h) CMC 1% | Residuos tubérculos

CMC 1% Control | €Siduos tubérculos Control pretratadas

pretratadas
0 0,134 0,008
4 0,023 0,025 182 1'20 0’3
8 0,041 0,024 0,40 0,
12 0,040 0,025 16 0,07 0,6
16 0,027 0,006 20 0,90 0,4
20 0,021 0,200 24 0,80 0,2
24 0,021 0,003 28 0,30 0,6
=—¢— Control =—ll=Tubérculos
1.8

=16

S

= 14

S 12

\g 1

> 038

2 06

2

S 04

=

202

0
7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
TIEMPO (H)

Figura 3. Actividad catalitica de la muestra neta (AMN) de Control y tubérculos, cada 4

horas.

Indicando margen de error 5%, su actividad catalitica es eficiente siendo constante en el

tiempo, teniendo concentraciones altas, siguiendo el modelo (Pachén et al., 2010) con los

datos de autores.
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Tabla 8. Azlcares reductores (g/L) y actividad catalitica (Ul/mL) en proceso

fermentativo de bacteria T2 con sustrato de Residuos verduras.

Azlcares reductores (g/L) Tiempo __ Actividad catalitica (U/mL)
Tiempo CMC 1% control Residuos verduras| (h) CMC 1% | Residuos verduras
(h) pretratadas control pretratadas
0 0,134 0,023
4 0,023 0,013 > 10 030
8 0,041 0,024 4 5
12 0,040 0,019 16 0,07 0,70
16 0,027 0,024 20 0,90 0,02
20 0,021 0,006 24 0,80 0,30
24 0,021 0,005 28 0,30 0,30
—4&— Control Verduras
1.8
g 1.6
S 14
S 1.2
g
=
N 0.8
2 0.6 R
g .
= 04
Coa © \/ -
2 o.
0 = -
7 12 17 22 27
TIEMPO (H)

Figura 4. Actividad catalitica de la muestra neta (AMN) de Control y verduras, cada 4

horas.

Indicando margen de error 5%, la actividad catalitica de verduras es alta en menos tiempo,
en comparacion a los otros residuos; por consecuente, esta bacteria demuestra estabilidad
en residuos de verduras, teniendo una mayor actividad catalitica. Siguiendo el modelo

(Pachdn et al., 2010) con los datos de autores.
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Figura 5, 6, 7 y 8, se observan crecimiento microbiano, actividad catalitica (como producto)
y sustrato celulosa obtenidos a partir del método de Kurschner y Hoffer, el cual se tomo para
su determinacion (ANEXO IX). Se trat6 en cada residuo vegetal (frutas, tubérculos y
verduras) y control CMC. Los puntos fueron tomados cada 4 horas para cada residuo. Estas

figuras representativas son necesarias para la determinacion de rendimientos.

CMC
~ 01 _ 0.5 -~
I0) = 0.45 &
= 0.08 & - =
. RO 0.4
=z L Ty Z
O [ 0.35.0
= 0.06 I - T &
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@ 0.04 O T 0.25 ¢
= T [
> O L 02 &
z 0“ 0.1 =
9 L 0.05 O
®) 0 5 10 15 Y- O
-0.02 0
TIEMPO (H)
Crec. Biomasa —@— Actividad Celulosa

Figura 5. Crecimiento microbiano, actividad y celulosa del sustrato Control, cada 4
horas.
Indicando margen de error 5%, figura control, en eje secundario se ubica la concentracién de

celulosa; por consiguiente, en eje primario, crecimiento y actividad.

Frutas
0.1 0.4
5 4 . 2
S 008 T O _ - 0.35 R
= -® = 03 <>
=z =
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O " O 0.1 %
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Crec. Biomasa O Actividad Celulosa

Figura 6. Crecimiento microbiano, actividad y celulasa del sustrato de frutas, cada 4
horas
Indicando margen de error 5%, la ubicacion de la concentracion de celulosa se encuentra en

el eje secundario. El crecimiento y la actividad se encuentran en el eje primario.
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Tubérculos
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Figura 7. Crecimiento microbiano, actividad y celulosa del sustrato de tubérculos, cada
4 horas.
Indicando margen de error 5%, la ubicacién de la concentracién de celulosa se encuentra en

el eje secundario. El crecimiento y la actividad se encuentran en el eje primario.

Verduras
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Figura 8. Crecimiento microbiano, actividad y celulosa del sustrato de verduras, cada
4 horas.
Indicando margen de error 5%, la ubicacion de la concentracion de celulosa se encuentra

en el eje secundario. El crecimiento y la actividad se encuentran en el eje primario.
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La Tabla 9, cuadro comparativo de los rendimientos que se obtuvieron de cada Figura 5, 6, 7
y 8, donde representa el crecimiento, consumo de celulosa, y producto como actividad, con
estos datos obtenidos cada 4 horas durante 12 horas (ANEXO X).

Se puede obtuvor el rendimiento de biomasa y producto en base al consumo de sustrato,
dando como resultado mayor rendimiento de producto en tubérculos con 1,01; asi mismo, su
rendimiento en verduras 0,9.

Estos datos se corroboraron con la tabla 10, donde explica en resumen los datos estadisticos
(ANEXO II), sefialando que el error tipico es < 0,9; es decir, estos datos de rendimiento estan
estadisticamente dentro del margen de error. Asi también se observa el promedio, siendo
intervalo del rendimiento (Yp/s) aceptable > 0,853. Entonces, los 3 residuos vegetales entran

en este intervalo.

Tabla 9. Rendimiento de biomasa y producto, con respecto al consumo de sustrato en
12 horas, para cada residuo vegetal (frutas, verduras y tubérculos).

Control Frutas Verduras Tubérculos
Yx/s 0,362 0,363 0,5 0,486
Yp/s 0,623 0,863 0,913 1,014
Qp 0,007 0,006 0,006 0,006

Tabla 10. Resumen estadistico de los procesos fermentativos por el programa Excel.

Nivel de confianza Promedio o

Rendimientos  Error tipico (95.0%) Media Varianza
Ypl/s 0,083 0,264 0,853 0,028
Yx/s 0,038 0,121 0,427 0,006

Qp 0,0002 0,0007 0,006 1,9213E-07
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Secuencias 16S del gen RNAr obtenidas de las 3 bacterias aislados (T2, F1, V2), presentados
en la Figura 28, 29 y 30 - ANEXO II, respectivamente.

(T2) - Bacillus cereus

> Bcereus, siendo el cultivo bacteriano (T2)

AATCGAGCGATGGATGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC
TGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTC
GAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC
GTGAGTGATGAAAGCTTTCCGGTCTTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCT
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTG
ACACTGAAGCCCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTTCCTT
GGGGAGAGGAAAGTGGTGCATGGTTTTGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAAGTCCCGCAAGGA
GCGCAAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACG
GTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCT
GCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTTG
GAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAAC

(F1) - Bacillus subtilis

>Bsubtilis, siendo el cultivo bacteriano (F1)

ATCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCA
AACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGATGAAAGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCG
GTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAAGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTC
GGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCAATTTTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCA
GTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTT
TTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAATCGTAACAA
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Con respecto a la secuencia de la bacteria Brevibacillus laterosporus, solo existe secuencia
parcial del gen 16S.

(V2) - Brevibacillus laterosporus strain BL-2, secuencia parcial.

>Blaterosporus, siendo el cultivo bacteriano (V2)

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGGGTCTTC
GGACCCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACATAGGGAAA
CTTATGCTAATACCGGATAGGGTTTTGCTTCGCCTGAAGCGAAACGGAAAGATGGCGCAAGCTATCACTT
ACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAG
TTCTGTTGTTAGGGAAGAAACAGTGCTATTTAAATAAGGTAGCACCTTGACGGTACCTAACGAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGATGTTAAAGCCCGAGGCTCAACCTCGGTTCGCATTGGAAAC
TGTGTAGCTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGTGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCAATACCCTTA
GTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCCACTGACCGCTCTAGAGATAGAGCTTCCCTTCGGGGCAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACTTCGCGAGAAG
ATGCTAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
CGGGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGTAAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGTAGATAA
CTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAATCACTA

Luego de obtener las secuencias de las 3 bacterias (T2, F1, V2), se busco el porcentaje
en NCBI, donde indic6 el mayor score de estas secuencias (ANEXO XI). Encontrandose entre
las 3 secuencias, Brevibacillus laterosporus, tiene una secuencia incompleta. A partir de esta

secuencia incompleta, seleccionando score mas alto, el cual se trabajo.

El siguiente procedimiento fue el alineamiento, con el cual se utilizé el programa
CLUSTAL 2,1, como primer paso se realizé un alineamiento multiple de las 3 secuencias
(Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Brevibacillus laterosporus), para observar secuencias

conservadas con alto porcentaje de alineamiento.
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En la Figura 9 se observa las tres secuencias con el porcentaje de identidad, lo que indicé
gue tan parecidas son una secuencia con la otra. Por ejemplo, Brevibacillus laterosporus (1)
con Bacillus cereus (2) tiene 84,96% de similitud; asi también, Brevibacillus laterosporus (1)
con Bacillus subtilis (3), 85,28% de similitud.

Percent Identity Matrix - created by Clustalz.l

1 2 3
1: Blaterosporus 192.80 a4.56 85.28
2: Becereus 84.96 199.08 98 .58
3: Bsubtilis 85.23 93.58 1ee.0d

Figura 9. Secuencias multiples (Bacillus subtilis, Bacillus cereus vy
Brevibacillus laterosporus), en el programa CLUSTAL 2.1, indicando
porcentaje de identidad.

Los porcentajes son bajos comparando los tres alineamientos siendo una de ellas,
secuencia incompleta; entonces, para evitar ese porcentaje de error, se realizé el segundo
paso que es un alineamiento adicional, donde solamente se compard las secuencias
completas; a través, de pairwice (alineamiento en pares), siendo Bacillus cereus y Bacillus
subtilis. Ambas secuencias tienen 92,4% de identidad (Figura 10); es decir, son casi
idénticas, son muy conservadas en la seccién 16S ribosomal. Por lo tanto, esta similitud es

aceptable por ser dos bacterias del mismo género.

Aligned _sequences: 2
1: Bcersus

2: Bsubtilis

Matrix: EDMAFULL
Gap_penalty: 18.8
Extend penalty: @.5

Length: 1453

Tdentity: 1348/1459 (92.4%)
Similarity: 1348/1459 (92.4%)
Gaps ! 19/145% ( 1.3%)
Score: 6231.8

tHH R H H HH K H R HH

Figura 10. Comparacién de secuencias completas (Bacillus subtilis y Bacillus cereus),
por la opcion pairwice del programa CLUSTAL 2.1, verificando el porcentaje de
identidad.
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DISCUSION

En cuanto al lugar, segun indica (Escobar, 2001) menciona que, haber expuesto las
lombrices a luz natural; estas murieron rapidamente; asi también, se colocé un plastico en la
tapa para evitar su ingreso directo. Para el alimento de la lombriz dentro de la caja de tecnopor,
la temperatura estuvo en 25 °C. Por lo tanto, Los datos fueron; entre 20-30°C, temperatura
adecuada para el méximo rendimiento de las lombrices. Las autoras (Das & Samanta, 2016),
hace referencia que la temperatura adecuada es 18 °C £ 2°C; por lo tanto, si la temperatura
desciende de 18 °C, disminuyen su actividad, dejando de crecer y producir &cidos humicos y
fulvicos.

Asi también, afirma (Rojas, 2005), la temperatura ambiente del lombricario oscil6 entre
16-20 °C, pues la temperatura dentro fue variable por las condiciones del medio en el que se
instalaron las diferentes camas, debido a que al inicio hay un proceso aerdbico.Existe el
aumento de temperatura del sustrato por estar expuesto al ambiente por 24 horas, siendo
parte del procedimiento; esto se realiza porque los residuos estan a temperaturas distintas,
cuando sucede la exposicién al ambiente, su temperatura se regulariza. Segun el autor (Tineo,
1996) expone que, el alimento dentro del habitat con altas temperaturas queman rapidamente
destruyendo bacterias y haciendo perder el valor nutritivo del alimento; para ello, la
disponibilidad de oxigeno contrarresta este efecto, removiendo la cama de la lombriz; esta
accion no solo baja la temperatura; sino también, acelera la descomposicion aerdbica
permitiendo que las lombrices colonicen su habitat.

El alimento se consideré preparado cuando las condiciones de su hébitat se estabilizaron.
Segun el autor (Garcia, 2005), la humedad es un factor de mucha importancia y debe oscilar
70 y 80%. Cuando es superior al 80%, ocasiona que las lombrices entren en latencia; caso
similar, si los niveles de humedad son inferiores al 70%. Asi mismo, segun (Martinez, 2000)
observé que la lombriz requeria alto porcentaje de humedad para desplazarse y facilitar su
respiracion. Por lo tanto, el porcentaje de humedad se mantuvo dentro de este intervalo, con
el método de la remocién también empleado por estos autores.

En cuanto al analisis de proporcion C/N en residuos vegetales, se realizé por los métodos
Walkley y Black (materia organica) y método Kjedahl (nitrdgeno) se obtuvo entre 15/1 a 40/1,
manteniendo control de esta proporcion; este proceso, se realizo al inicio por la dificultad en
el analisis; es decir, el carbono en las muestras fue por la determinado por materia organica,
en el cual se emplea reactivos fiscalizados; asi mismo, el método determinacién de nitrégeno,
es valorado por los quimicos muy toxicos, realizandose solo en campanas de gases. Por esta

complejidad, también el autor (Casco, 2015), realiz6 el analisis de C/N al inicio del compostaje
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en residuos organicos solidos y asi obtener un compostaje exitoso por degradacion de materia
organica, el cual obuvo una Optima relacion (C/N) desde 25/1 a 35/1, favoreciendo a su
energia y crecimiento.

Para el autor (Cochachi, 2008), una relacion C/N inicial es de 20 a 30; la cual, siendo
adecuada al incio del compostaje. Si la relacion C/N es menor que 20, indica que el habitat
posee mas nitrégeno. Si la relacién es de 40, entonces el material posee més carbono. Asi
mismo, en la proporcion C/N de frutas (40/1) para su biodegradacién necesitd mayor nUmero
de lombrices de tierra. También afirma que, este residuo presenta elevada relacion C/N,
porque, los vegetales poseen mayor nitrégeno, siendo factor importante para este proceso.

El autor (Arévalo, 2017), realizé el andlisis C/N al final de su procedimiento (30 dias),
siendo este su variable; sus resultados mostraron diferencias significativas; siendo el carbono,
mas abundante en su vermicompost de ambos sustratos (residuos vegetales y estiércol
equino). La mayoria de autores observan que esta variable es influyente en obtencién de
humus, por lo tanto, realizan estos analisis al final del proceso de compostaje.

Segun el autor (Soriano, 2016), la relacién C/N debe oscilar de 25 a 35, siendo mejor
proporcion para los microorganismos; esto coincide con otros autores, a proporcién mas alta,
su crecimiento de los microorganismos se ve afectado, haciendo lenta su descomposicion de
sustrato, lo que sucedié en residuo de frutas; y, proporcion mas baja se aceleran en
descomponer ocasionando pérdida de nitrégeno produciendo amonio, se percibe por olores
desagradables (Gilbert & Wendell, 2008).

Teniendo la lombriz de tierra seleccionada, se realizé aislamiento y caracterizacion de las
bacterias que se encuentran dentro de la lombriz. Estos microorganismos aislados fueron
sembrados en medio TSA con dilucién 103, este medio provee un soporte de crecimiento para
organismos anaerobios, aerobios, fuente de nitrégeno y minerales. Para los autores
(Castafion, Villalobos, Meza, & Enciso, 2017), utilizaron este medio con el mismo proposito;
ademas por el tipo del sustrato que suministro (materia organica del suelo), realizaron el
aislado en otros medios como agar nutritivo (AN), para aislamiento de bacterias poco
exigentes; medio King A (KA) para la deteccion de especies del genero Pseudomonas; Agar
de infusion Cerebro y Corazén (ABHI) es un medio para el cultivo de bacterias y hongos con
dificil crecimiento; es decir, se emplea medios selectivos para lo que se desea obtener.

Sin embargo, los autores (Jaramillo et al., 2012), realizaron su aislamiento en medio PCA
(medio plate count agar), teniendo en cuenta que en este medio crece todo tipo de bacterias
de modo muy disperso, un medio que se utiliza para conteo de colonias; entonces, para los
autores una de sus variables fue el andlisis de crecimiento. El propdsito de otras autoras (Das

& Samanta, 2016) fue aislar todo microorganismo que existiera dentro del intestino de la
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lombriz de tierra; por consiguiente, emplearon los medios de Agar nutritivo (AN), Agar
Mackonkey (MA); para hongos, Agar Dextrosa Sabouraud (ADS); actinobacteria agar (AA).
Los aislamientos que realizaron los autores tienen en comun, formar consorcios microbianos,
con medios nutritivos y medios selectivos.

Posteriormente, se realizo la seleccion de estos aislamientos, a base de su crecimiento y
morfologia por técnica de Tincién gram, se selecciond las bacterias Gram (+) (cocos y bacilos),
evitando la seleccién de Gram (-): ya que la mayoria de ellas son Enterobacteriaceae, siendo
no fermentadores de glucosa. Los autores (Escobar, Mora, & Romero, 2012), realizaron la
seleccidn de bacterias y hongos por macroscopia y microscopia, la cual afirma que los Gram
(-), no fermentas glucosa y de sus cultivos aislados el género mas representativo, fue Bacillus.
Para la caracterizacion bioquimica, consistio en el uso del indicador Rojo congo 1%, segun la
autora (Herrera, 2015), expres6 que los microorganismos celuloliticos (capaces degradar
CMCQ), se identificaron porque producen un halo de hidrélisis del CMC, alrededor de la colonia,
luego del revelado con el colorante Rojo congo; sin embargo, se realizd esta prueba a todas
las bacterias aisladas, dando como resultado ausencia de halo pero si crecimiento, lo que
indica que estas bacterias son intracelulares.

Se decidié realizar la siguiente prueba a todos los cultivos aislados, presenten o no halo
de hidrélisis, esta prueba cualitativa se dio valor al cultivo bacteriano que presente mayor
degradacién de tiras de papel filtro, el resultado fue el cultivo T2 presentando (+4) en la
degradacién de papel filtro, este papel filtro (Whatman N°1); teniendo como componente fibra
de algodén 98%(Whatman, 2006). Los demas aislamientos presentaron menos calificacion.
La bacteria T2 presenté mayor degradacion del papel filtro (Whatman N°1), se realizd proceso
fermentativo en residuos vegetales (verduras, tubérculos y frutas) y CMC 1% (control),
previamente se realiz6 tratamiento a los residuos vegetales con método acido-alcalino; por
gue los residuos vegetales poseen altos porcentajes de biomasa lignocelulésica, ese proceso
realiza la conversion en glucosa, permitiendo con ello una mayor accesibilidad de las enzimas,
la importancia de este pretratamiento es controlar el pH (Badal, 2009).

Los autores (Daza, Escudero, Gil, & Mora, 2013) realizaron tratamiento al sustrato de
residuos agricolas de cafia de azucar (RAC), su variable es la efectividad de distintos
tratamientos al sustrato; estos fueron, fragmentacion mecénica, proceso organosolvente
(hidrdlisis acida — alcalina), con el fin de eliminar caracteristicas complejas en la pared celular
como lignina y gran parte de la hemicelulosa, obteniendo como resultado, lignina mas
accesible para la produccién de actividad.

Para los autores (Pérez, Tejada , Quintana, & Young, 2011) y otros autores (Flores,

Lépez, & Salcedo, 2011), registraron que el procedimiento &cido-alcalina tuvo mayor
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rendimiento en residuos vegetales. Asi mismo, realizaron cuatro tratamientos con un solo
sustrato (residuos vegetales), siendo el proceso organosolvente que presento mayor
actividad, alcanzando las muestras enzimaticas propuestas.

Para tener una concentracion de inoculo fue determinado por NMF (Nefelometro de Mc
Farland) N° 4 concentracion 12x10°, el aislamiento bacteriano (T2), fue inoculado en cada
matraz con residuos vegetales y CMC 1% (control), los autores (Pachon & Perea, 2010)
sostienen que crecen y generan azucares sin iniciar su metabolismo enzimatico. Este autor,
utilizd NMF (Nefelometro de Mc Farland) N° 1 concentracién 3x108, fue otro factor para el
consumo de sustrato de nuestro trabajo, ocasionando que el consumo sea en menor tiempo.

La determinacion de actividad catalitica del extracto crudo a partir de las 8 horas, porque
las 8 primeras horas de extracto crudo era minimas. Se realizé cinética de crecimiento,
determinacion de celulosa y la actividad catalitica (como producto) a partir del extracto crudo
producto de la centrifugacién. Se determind, por la cantidad de azlcares reductores
producidos (método DNS); asi también, rendimiento de biomasa y producto en base a
consumo de celulosa (sustrato), obeniendo como mayor rendimiento en residuo de tubérculo.

De acuerdo con la Tabla 9 el rendimiento con respecto al producto es bastante similar
entre los 3 diferentes residuos vegetales (frutas, verduras y tubérculos), lo que nos indica que,
con los 3 residuos, el microorganismo seleccionado (Bacillus cereus) puede degradarlos
haciendo uso de la enzima celulasa. Los rendimientos se definen como entre el producto y
biomasa obtenida sobre el sustrato consumido, a medida que el sustrato va consumiéndose,
los datos van a graficar una caida con respecto al incremento de la productividad (actividad
catalitica), lo mismo sucede entonces con la formacién de biomasa, la cual fue en aumento
conforme se iba consumiendo el sustrato durante las 12 horas de trabajo. El principal factor
es a concentracion de sustrato, afectando la producciéon de celulosa. Sin embargo, altas
concentraciones de sustrato pueden también causar inhibicion enzimatica, lo cual disminuye
sustancialmente la velocidad (Sun & Cheng, 2002). Por ello es importante tener en cuenta con
cuanto sustrato se esta iniciando el proceso fermentativo, y con cuanto se esta obteniendo en
un determinado tiempo, puesto que permite mantener la actividad y controlar el crecimiento
optimizando el producto (Wu & Chu, 2011).

En el trabajo realizado por (Zapata, 2014), se programd en el Termociclador una corrida
de 40 ciclos (para bacterias celuloliticas termofilas), a comparacion de los ciclos programados
para la presente investigacion, los cuales fueron de 35. El nimero de ciclos recomendado por
literatura para este tipo de bacterias oscila entre 30 - 40 ciclos. Para observar las secuencias
amplificadas se uso gel de poliacrilamida con bromuro de etidio a 80 voltios, a diferencia de

la investigacion realizada por (Zapata, 2014) quien utilizé para este procedimiento gel de
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agarosa a 75 voltios. Si bien es cierto, el gel de poliacrilamida es mas costoso, pero es mucho
mas efectivo ya que tiene un mayor poder de resolucion (El-Osta & Hillier, 2005).

Se seleccionaron 3 bacterias en medios de cultivo con CMC, las cuales tuvieron una
mayor actividad enzimatica, teniendo (T2, V2 y F1). Segun la region ARNr 16S, las bacterias
seleccionadas corresponden al género Bacillus, siendo identificadas como Bacillus cereus,
Brevibacillus laterosporus y Bacullus subtillis respectivamente.

El género Bacillus consiste en un grupo de bacterias aerdbicas o anaerobias facultativas
con una amplia diversidad de capacidad fisiolégica con respecto al calor, pH y salinidad (Holt,
1994). Otros estudios demostraron que las especies de Bacillus desempefaban un papel
importante en la biodegradacion de compuestos moleculares grandes (Akin, 1987).

En la invetigacion de (Hermila & De los Angeles, 2015), Bacillus subtillis fue unas de las
cepas identificadas molercularmente la cual presento6 una alta actividad enzimatica en sustrato
CMC a 60 °C con pH de 7.4, contrastando con lo realizado en esta investigacién a 50 °C con
pH neutro; por lo tanto, estas bacterias son capaces de producir celuasas, trabajando
correctamente a temperaturas oscilantes a 50 — 65 °C.

En el reporte de (Heck, Hertz, & Ayub, 2002), la bacteria que identificé molecularmente
como Bacillus subtilis mostré los mejores resultados, teniendo una actividad de 1,08 Ul/ mg
en 24 horas.

Otra bacteria identificada en esta investigacion fue Bacillus cereus, en comparacién con
los investigadores (Lu, Wang, Yang, & Wang, 2005), quienes obtuvieron cepas designadas
como CDB1, CDB2, CDB10, CDB13 y CDB19. Las caracteristicas morfolégicas anteriores
junto con los resultados de las pruebas fisiolégicas revelaron que CDB2 estaban
estrechamente relacionados con Bacillus cereus, todas estas cepas tienen efectos positivos
sobre el consumo de celulosa en procesos fermentativos, a las que les realiz6 una
caracterizacion morfolégica y fisiolo6gica mas detallada.

En el gen 16S rRNA su secuenciacion en bacterias se mantuvo durante mucho tiempo
como el estandar de oro para la tipificacién de bacterias y, en su mayor parte, es un excelente
método para identificar taxonémicamente diferentes especies bacterianas. Sin embargo, el
alto nivel de similitud de secuencia de 16S rRNA de algunas cepas publicadas como
Brevibacillus laterosporus, complica el uso de la secuencia de 16S rRNA como un marcador
molecular eficaz para su identificacion (Berg, Crockett, Esplin, & Evans, 2016). Segun cita
(Merrill, Berg, & Breakwell, 2018) se emplea métodos més definitivos para distinguir cepas de
B. laterosporus, los que estaban disponibles previamente en las plataformas. En su informe,
presentaron y discutieron mejores alternativas de identificacion para Brevibacillus laterosporus

y Paenibacillus larvae, quienes comparten estrechos lazos ecolégicos y evolutivos, que han
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llevado a muchas dificultades reportadas para distinguir e identificar estas cepas. Estas
dificultades pueden haber llevado a la clasificacion errénea de varias secuencias 16S ARNr
de B. laterosporus en NCBI. Un enfoque mudltiple puede ser mas preciso que el andlisis
tradicional de 16S rRNA por si solo, para identificar estas cepas a nivel de especie, el uso
combinado de marcadores moleculares proporcionando un método rapido, econémico y
confiable para diferenciar con éxito estas especies. Con esto, se da la reciente y continua
incorporacion de otras secuencias de Brevibacillus a GenBank, con la finalidad de obtener
datos precisos.

En esta investigacion, se hallé una bacteria de B. laterosporus, observandose que tenia
poder para degradar celulosa. Esto pudo comprobarse mediante una evaluacion cualitativa,
donde se prepar6 medios liquidos en matraz de 500 mL, con medio CMC 1 % (40 mL) + tiras
de Whatman N°1 incubandose en 7 dias, observandose diariamente la degradacién del papel
filtro, la cual presentd una calificacion de +2 (regular). Sin embargo, como mencionan algunos
autores, no se tienen datos completos sobre Brevibacillus laterosporus, la cual cuenta aun,
incluso, con una secuencia parcial, haciendo dificil hallar caracteristicas importantes como la
de poder degradar celulosa, con el fin de la presente investigacion.

Los datos estadisticos se desarrollaron con el programa Microsoft Excel (Office 16); para
establecer las diferencias estadisticas en todos los parametros de los procesos fermentativos
con el cultivo bacteriano (T2), que presenté mayor actividad catalitica en verduras. Asi
también, los datos de la fermentacién, no presentaron amplia dispersion, por lo tanto, se
determiné que los valores que se obtuvieron de los 3 residuos vegetales en cuanto a
rendimientos son muy similares, entonces la hipétesis alternativa se considera
estadisticamente significativa.

Para esta investigacion consistio en disefio factorial A*B, este cultivo bacteriano, se
inoculé en cada residuo vegetal (verduras, tubérculos y frutas), y CMC 1% como control.
Segun (Gamez, 2016), todos estos analisis, representa al desarrollo de las hip6tesis; en este
caso, la hipétesis nula, el promedio de los parametros en todos los tratamientos es igual, con
95% de confiabilidad; la hip6tesis alternativa, un tratamiento es distinto, con 95% de confianza.

Si P (p) 2 0,05 se acepta hipoétesis nula, caso contrario se acepta la alternativa.
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CONCLUSIONES

Las bacterias obtenidas se aislaron y se caracterizaron a partir del intestino de Eisenia
foetida (lombriz de tierra), las cuales fueron cocos y bacilos, resultado obtenido por la técnica
de tincion gram. Estas bacterias fueron seleccionadas mediante la prueba bioquimica por
indicador Rojo Congo, habiendose evaluado la hidrolisis del medio CMC 1%, siendo el
indicador la formacion de halo.

Se amplificé el gen que codificaba el ARN ribosomal en bacterias, mediante PCR en
los cultivos seleccionados, obteniendo como cultivos identificados Bacillus subtilis y cereus
con mayor porcentaje de identificacion, sin embargo, Brevibacillus laterosporus present6 bajo

porcentaje.

Se determind el porcentaje de carbono en relacion al porcentaje de nitrégeno para
cada residuo vegetal, por Walkley y Black (método de carbono); y, Kjeldahl (método de
Nitrégeno), obteniendo la proporcion C/N adecuada de 15/1 a 40/1, intervalo que favorecio en

la proliferacion de lombriz de tierra (Eisenia foetida)

Por la determinacion de celulosa se obtuvo el rendimiento de biomasa y producto por
consumo de sustrato en residuos vegetales (verduras, tubérculos y frutas), dando como
resultado rendimiento de producto similar para los 3 residuos vegetales con diferencia minima

y en cuanto al rendimiento de biomasa, se obsevé un valor mayor en el residuo de frutas.

Se cuantificé la actividad catalitica de los aislamientos seleccionados, sobre sustrato
de celulosa como control, y otros sustratos a base de vegetales (verduras, tubérculos y frutas),
por determinacion de azlcares reductores usando la técnica colorimetrica DNS con curva
patron de glucosa; y, mediante graficos comparativos, se analiz6 y representé la mayor
actividad en los residuos vegetales con datos estadisticos; dando como, resultados mayor

actividad en sustrato de verduras, con margen de error de 0.5%.
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RECOMENDACIONES

En el proceso de crianza de las lombrices, se recomienda mantener las condiciones como,
porcentaje de humedad, se debe tener en cuenta que una abundancia de ella podria provocar
la mortalidad de las lombrices, ademas de generar malos olores en el biorreactor, para ello se
debe controlar continuamente el aspecto que tenga la tierra donde se encuentran las
lombrices, mantener el pH debe considerarse si se trabaja con sustrato citrico, y la medicion
se realizaria con potenciometro especifico. Para la proporcion C/N, se recomienda medir en
los residuos vegetales (verduras, trubérculos y frutas), al inicio del proceso, donde se trabaja
con Eisenia foetida al cual se va proporcionar como alimento; asi también medir esta

proporcidn al sustrato para realizar la actividad catalitica, mejorando el proceso de analisis.

Para la diseccioén de la lombriz, se debe cumplir el tiempo de congelacién adecuado para
poder realizar el corte y proceder con el aislamiento. La preparacién de medios especificos
debe contener el peso exacto, para que el crecimiento sea adecuado para proceder la

caracterizaciéon morfolégica.

En la actividad enzimética, las muestras deben ser tomadas al tiempo indicado, de esta
manera, obtener resultados con menos margen de error, logrando asi el nivel de confianza
del 95 % - 99%. Se debe tener en cuenta también como dato, el rendimiento del consumo de
sustrato en la actividad de celulosa. Para el crecimiento microbiano, se considera mantener
al microorganismo mas tiempo, superando las 12 horas, para obtener curva de crecimiento

completa.

En la identificacion molecular, se recomienda realizar la migracion de electroforesis por
gel de agarosa al mismo porcentaje. Ademas, para el revelado utilizar otra sustancia quimica
menos dafiina. Las secuencia identificada de Brevibacillus laterosporus, la cual corresponde
a una secuncia parxcial, no debe ser descartada, al contrario, debe seguir siendo motivo de
investigacion, contrastando su secuencia con la de otras que puedan guardar relacion entre
si, de ahi la importancia del andlisis del alineamiento multiple de secuencias de diferentes

organismos.
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ANEXOS

ANEXO |: COMPOSICION QUIMICA DEL COMPONENTE CARBOXIMETILCELULOSA
(CMC) (Sidley Chemical, 2018)

Pero, ¢qué es la celulosa? Forma de un biopolimero con moléculas de B-glucosa; éstas se
unen con enlaces B-1,4-o0-glucosidico. La celulosa presenta la formula (C¢H100s)n con un valor
minimo de 2000 para n. El polimero puede tener una estructura lineal o fibrosa, siendo el

constructor de la pared celular en vegetales.

Caracteristicas fisicas y quimicas

Férmula

RnOCH2-COOH

Aspecto fisico

Polvo color blanco. Carboximetilcelulosa sédica: particulas fibrosas de color

blanco o lechoso.

Olor y sabor

Inodora e insipida.

Solubilidad en agua

Es soluble (20 mg/mL).
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ANEXO II: FIGURAS DEL PROCEDIMIENTO

Volumen: 0.005 m?
Area Total: 0.2 m?
Cap. 4 000 Lombrices

3) Cada caja tiene 60 Lombrices con suministro de
J/ Sustrato 18 gramos. Condiciones del modelo
20.5cm Chicaiza, 2007, adecuado por actores cuya
/ dimensién de la caja a emplear.

A

~

b) Residuos Frutas ¢) Residuos Verduras d) Residuos Tubérculos
| [
21.5¢cm SCY | |
25cm 25cm 25 cm
[
9.5cm 9.5cm
9.5cm e) |

Figura 11. Medidas de las cajas para cada sustrato (verduras, tubérculos y frutas).

En la que consiste, (a) Medida del ancho de la caja, (b) dimensiones de la caja para el sustrato con residuos de frutas, (c) dimensiones
De la caja para los residuos de verduras indicando el ancho de la tierra, (d) dimensiones de la caja para Residuos de tubérculos y (e)

dimensiones de la parte inferior de la caia para el biol. Elaborado por el modelo (GRAMA. 2007). modificado por autores adecuando la
cantidad de lombriz, como; de sustrato suministrado semanal.
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Figura 12. Cajas con sustrato en condiciones adecuadas para el medio y material
biolégico.

Consiste, (a) Recoleccion de lombrices roja californiana (Eisenia foetida), (b) Cajas con
sustrato (verduras, tubérculos y frutas), aun no afadidas las lombrices de tierra (Eisenia
foetida), (c) Cajas con medios culminados. Siguiendo el modelo GRAMA, 2007, modificado
por autores respecto a cantidades de sustrato y de organismo, con respecto a las

dimensiones de las cajas.
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Figura 13. Diseccion de Lombriz de tierra (Eisenia foetida),

Lavado de 3 lombrices (Residuos verduras, tubérculos y frutas, respectivamente) con agua
destilada (2 veces por 2 minutos) en placas estériles, pre congelado por 4 horas, se colocé

en la posicién horizontal, para una posterior diseccién (estuche de diseccién esterilizada).

Figura 14. Proceso de dilucion 102 para el aislamiento.

Se afiadié 2 mL de solucion salida 0.85%, luego se extrajo 1mL de cada muestra para
obtener tres diluciones de 103. Procedimiento seguido de (Devaki et al., 2015), modificado

por autores, en la congelacion se espero 4 horas para obtener facilidad en la diseccion.
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Figura 15. Aislamiento morfolégico de bacterias a partir de la dilucion 10'3_

Sembrado en 3 placas estériles (cada muestra respectivamente) y en medio TSA, por

extension con 0.1 mL de dilucién, esparciendo con la misma pipeta.

Figura 16. Criterios morfolégicos para obtencion de cultivos puros.

Bacterias obtenidas después de 24 horas, tanto en placa de verdura, tubérculos y frutas, se
separdé por caracteristicas morfolégicas y la facilidad para obtener cultivos puros. Se puede

observar en las Figuras 25, 26 y 27.
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Figura 17. Obtencion de cultivos puros (Tincién gram).

Bacterias seleccionadas de cada placa, en la placa de verduras, se identifica por (V1, V2),
placa de tubérculos (T1, T2, T3, T4, T5) y placa de frutas (F1, F2, F3), se sembré en viales

después de 24 horas de su crecimiento, se procedid a realizar tincion.

) \
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T1: Bacterias positivas T2: Bacterias positivas
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T3: Bacterias positivas T4: Bacterias positivas

Figura 18. Caracterizacion morfolégica de bacterias de la placa de tubérculos.

Las bacterias se nombraron como: T1: Bacterias gram positivas, T2: Bacterias gram
positivas, T3: Bacterias gram positivas, T4: Bacterias gram positivas. T1, T2, T3y T4 son
colonias bacterianas de la placa de tubérculos, en ellos se seleccioné solo bacilos positivos

en este caso T2. Por el método (Devaki et al., 2015)

V1: Bacterias negativas V2: Bacterias positivas
Figura 19. Caracterizacién morfoldgica de bacterias de la placa de verduras.
Las bacterias se nombraron como: V1: Bacterias gram negativas, V2: Bacterias gram
positivas. V1 y V2 son colonias bacterianas de la placa de verduras, se seleccioné V1y V2.

Por el método (Devaki et al., 2015) con modificacion; la cual, consistié en seleccionar las

bacterias gram negativas.
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F1: Bacterias positivas

Figura 20. Caracterizacién morfolégica de bacterias de la placa de frutas.

Las bacterias se nombraron como: F1: Bacterias gram positivas, se selecciond por ser
positivas con el método (Devaki et al., 2015)

iR

F1: Bacterias gram positivas T2: Bacterias gram positivas

Figura 21. Caracterizacion bioquimica de bacterias que presentaron crecimiento en el
medio CMC 1% con Rojo congo 1%.

Bacterias que se nombré F1 y T2, se obtuvo de las placas frutas y tubérculos
respectivamente, la colonia F1, se visualiza la letra “a)” indicando halo que present6 la
colonia por coloraciéon del indicador del Rojo congo 1%. Ambas bacterias crecieron en el
medio CMC 1%, pero el que presentd halo es la bacteria F1.
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V]

V1: Bacterias gram negativas V2: Bacterias gram positivas

Figura 22. Bacterias en medio CMC 1% con prueba cualitativa de Rojo congo 1%.

Presenta las bacterias que se nombré (V1, V2), se obtuvo de las placas de verduras, si
crecieron en el medio CMC 1%, pero no presentaron halos lo que indicé bajo indice de

potencia respecto a la actividad, siguiendo la metodologia de (Devaki et al., 2015),

Verificando el indice de Potencia (IP) para la cepa F1, siguiendo la metodologia (Devaki
et al., 2015)

IP = E Diametro de la colonia
H —>  Halo de Hidrolisis

1,5cm
IP = Tom =1,5cm Los valores son mayores a 1 lo que indica

gue posee actividad celulolitica
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b) c)

Figura 23. Evaluacion cualitativa de bacterias que crecieron en medio CMC 1% por

degradacion de papel filtro.

@) Imagen de los 4 matraz (control, T2, F1, V2), con la calificacién de (+4, +3, +2)
respectivamente, permanecieron por 7 dias a 37°C con medio CMC 1% (40 mL) + dos tiras
de papel filtro. (b) Matraz Control y Matraz T2. (c) Matraz F1 y Matraz V2. La metodologia
utilizada fue de (Ademolu et al., 2014), modificado por autores considerando bacterias que
presentaron halos y las que no.
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Figura 24. Tratamiento a los residuos vegetales.
“a” (frutas), “b” (tubérculos) y “c” (verduras). En tubos de ensayo con 4 mL de HCI 5% durante
24 horas. Elaborado por el método de (Alvarez et. al, 2010) y modificado por autores en el

proceso de secado, fue de 2 horas.

Figura 25. Preparacion de cada sustrato en matraz para procesos fermentativo,

volumen total 100 mL y control de sustrato CMC 1%.

Los sustratos respectivos son verduras, tubérculos y frutas, para el proceso fermentativo, se
secO y esterilizo el sustrato dentro de las placas con las condiciones de su peso (12 g/L), el
tamafio de las particulas es de 0,5 cm a 1 cm, humedad 80 %, por el método de (Devi et al.,
2009) y modificado por autores considerando un control, para comparar resultados.
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Figura 26. Disolucién de la bacteria seleccionada para la concentracion en el proceso

fermentativo.

Bacteria se obtuvo a partir de cultivo puro (vial), se afiade solucién salina 0,85% se hizo el
raspado con la aza bacteriolégica y se disolvid con reposo de 5 minutos, bacteria
preseleccionada por la evaluacién cualitativa (+4 y +3) de su degradacion del papel filtro
(Pachon et al., 2010) .

Figura 27. Determinacién de la concentracién de inéculo por nefelémetro de Mc
Farland (NMF).

Tubo con solucién salina (9 mL) y 1 mL de concentracion de bacteria disuelta, y se comparo
con NMF de N° 4 (12 x 10°), se propuso alcanzar a esa concentracion, por los 4 matraz.
Elaborado y modificado por autores en cuanto al nimero de concentracion, por la distribucion

en 4 matraz (Control, verduras, tubérculos y frutas).
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Figura 30. Cultivo aislado y caracterizado morfolégicamente a partir de tubérculos
(T2)
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Tabla 11. Concentraciones de glucosa (10 soluciones) a 40 mg/100 mL

Tuvo un volimen final de 1 mL = 1000 pyL. Empleando la férmula V1*C1 = V2*C2., por el

método de (Duran et al., 2009), modificado por autores, en cuanto a la concentracién de

Glucosa.
Glucosa
Agua Destilada
Concentracion | Volumen (uL)
(Mg/pL) (ML)

0,04 100 900
0,08 200 800
0,12 300 700
0,16 400 600
0,2 500 500
0,24 600 400
0,28 700 300
0,32 800 200
0,36 900 100
0,4 1000 -

Tabla 12. Datos de absorbancia a 540 nm de glucosa.

No se considerd interseccion, por lo que las concentraciones de glucosa fueron elaboradas

independientemente del tiempo. Continuando con el método (Duran et al., 2009).

Concentracion Glucosa Absorbancia
(ug/uL) (540 nm)
0,04 0,113
0,08 0,176
0,12 0,263
0,16 0,326
0,2 0,399
0,24 0,498
0,28 0,571
0,32 0,647
0,36 0,736
0,4 0,801
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Concentracion de Glucosa

0.900

0.800 y = 1.9504x +0.0236 @

R2=0.9987 @
.-"..-

.'.'.

0.700
0.600

0.500 L
0.400 6 ® Seriesl

Absorbancia

0.300 ST e Lineal (Series1)
0.200 .
0.100 L4

0.000
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

ug/uL

Figura 31. Curva patrén de Concentraciones de Glucosa (Eje X) vs. Absorbancia (Eje
Y) e indicé un R? de 0,99.

Se trazo linea de tendencia sin intercepto, por el R?, se realizé el reemplazo de Absorbancia
en la ecuacién para conocer los azucares reductores que hubo en el proceso elaborado con
el modelo (Duran et al., 2009).
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ANEXO Ill: FLUJOGRAMA DEL ANALISIS DE PROPORCION C/N

[ Analisis de proporcion C/N ]
I

1/3 de energia del metabolismo y 2/3 expulsa como
CO:2. La relacién estuvo comprendida entre 25 — 35/1.

% Carbono (Walker y ]

% Nitrogeno

|

Black) (Kjeldahl)
10 ml (Acido sulfarico) w~_
5 ml (Dicromato de 0,3gdeM 200 mg de M
potasio 1N) ¢
,
[ Mezclar ]—> 1m [ Calentar ]_>
¢ Minidigestor
Kjeldahl
[ Reposar ] —> 30m’ ¢
v - —»
70 ml (HO destilada) 0,5 ml (Di - L Eniriar )
3 ml (Acido fosféricoal  ,__ [ Afiadir ]—> fénilamina) Matraz ¢
85%) o A Erlemeyer
indicador , \_»
¢ Anadir —
i —» Solucion M.K.
[ Titular ] FRITOSO _wE l ‘
Destilar —>
Observar el color azul a verde brillante A ~ — g
Realizar el procedimiento sin muestra (control) que ol color vire l
Titular —>

Verde azulado = Amarillo
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_w 4 ml(Sol digestora)
— 1,59r (Mezcla
catalizadora)

(Se observa de un
color azul)

10 ml (H,O destilada)

15 ml (Hs BO; al 4%)
Indicador (Rojo metilo
0,5 %) 2 gotas, diluido
en alcohol al 95 %

15 ml (NaOH 40 %)

HCI 0,05 N



ANEXO IV: FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE ACTIVIDAD CATALITICA SOBRE
PAPEL FILTRO EN SUSTRATOS DE RESIDUOS VEGETALES.
Pachon, et al., 2010

C: Matraz control.

V: Matraz verduras.
F: Matraz frutas.

T: Matraz tubérculos.

Extraer muestra cada 4
horas de cada matraz.

T4 T28
! T8 T20 124
| T12 T16
. . |
1| :
S J
[ I : |
: : |
En cada{_ tien!po se extrajo 2 mL de cada matraz (Matraz
control, Natrpz vel!duras, Matraz frutas y Matraz tubérculos)

\

|
v

.. Apartir de T8, fue el m B

Por cada tubo se realiz6 el siguiente proced\m\l?nlo

Se distribuyé 1 mL a cada tubo (B.S, Rx, B.M y'M.T|

{

e
Centrifugar a 2500 rpm por 30 min.

v v | |
Del sobrenadante, se : Extracto crudo se
determiné azucares L. . determind la actividad

. catalitica por papel filtro.
reductore; por DNS, determinacion de azucares
en estos tiempos (TO y | producidos por la técnica
T4), no hubo extracto v DNS. ~La reaccion  es
inmediata.

crudo.

Se afiadi6 solucion salina
0,85% para obtener un
volumen de 4 mL.

Se extrajo 2 mL para la

Se realizé la
prueba DNS para
el sobrenadante.
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ANEXO V: ENSAYO PARA DEMOSTRAR EL CONSUMO DE SUSTRATO Y

CRECIMIENTO MICROBIANO “T2” (Bacillus cereus)

Consumo de sustrato y crecimiento

Actividad Absorbancia
Tiempo Absorbancia Conc. en Unid. de la de
(h) de Glucosa g/L celulasa Crecimiento
(UI/L) (g/L)
0 0,107 0,043 0,008 0,005
4 0,072 0,025 0,028 0,028
8 0,062 0,02 0,314 0,038
12 0,035 0,006 1,534 0,053
Actividad enzimatica (UI/L)
Tiempo . Resultados AMN= (ABS +
(h) Datos Tubos Absorbancia ABM)
BS 0,002
Rx 0,054
T
0 0 BM 0,006 0,008
M 0,018
BS 0,013
Rx 0,005
4 T1 M 0,013 0,026
M 0,017
BS 0,026
Rx 0,017
8 T2 BM 0,027 0,053
M 0,004
BS 0,002
Rx 0,039
12 T3 M 0,059 0,061
M 0,075
Tiempo . Unidades Enzimatica
Absorbancia
(h) (U/L)
0 0,008 0,008
4 0,026 0,028
8 0,053 0,314
12 0,061 1,534
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ANEXO VI: DATOS DE ABSORBANCIA DE AZUCARES REDUCTORES PARA CADA

SUSTRATO
Tiempo Sustratos Absorbancia

Control 0,286
TO Frutas 0,164
Tubérculos 0,040
Verduras 0,068
(— Control 0,068
T1 < Frutas 0,219
Tubérculos 0,073
_ Verduras 0,050
- Control 0,104
T2 Frutas 0,130
~ Tubérculos 0,070
Verduras 0,070

N—
(—  Control 0,102
T3 - Frutas 0,108
Tubérculos 0,073
_ Verduras 0,061
(—  Control 0,077
T4 - Frutas 0,043
Tubérculos 0,036
_ Verduras 0,070
(—  Control 0,065
T5 ) Frutas 0,072
Tubérculos 0,034
(_  Verduras 0,035
( Control 0,065
T6 - Frutas 0,056
Tubérculos 0,030
_  Verduras 0,034

—
Control 0,066
T7 ) Frutas 0,047
Tubérculos 0,034
- Verduras 0,035
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ANEXO VII: FORMULAS PARA LA OBTENCION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA EN
UNIDADES CELULOLITICAS (UIl). Tamariz, 2014 y por autores.

En el caso de la actividad catalitica, la concentracion de azucares reductores del extracto

crudo, se calcula la absorbancia neta de la muestra (AMN):

AMN = AMB — (ABM+ABS)

En la formula de la Figura 22:

AMN-0,0236 - .
[Glucosa]= (W) mg/mL en ello se calcula la concentracion de los azUcares

[Tl]

reductores en la reaccion de la actividad catalitica, se deriva a “x” como AMN.

[T ]

Por lo tanto, reemplazando AMN como “x”, la férmula seria la siguiente:

X glu] = (AMN=00236 0 amL
X glu] = (— o0, ) X 1000 ug/m

Calculando en unidades Enziméticas:

$uM=—28 (2)

" PM (glucosa) ’

Reemplazar 2 en 1:

_ Xug
PM (glucosa) x t (min)

, los tiempos fueron cada 4 horas.

Ahora dividirlo en el volimen de reaccion que fue 1 mL, quedando la férmula de la
siguiente manera:

_ Xug
UL = (180 xt (min)) x 1000
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ANEXO VIIl: DATOS OBTENIDOS DE LA ACTIVIDAD CATALITICA SOBRE PAPEL

FILTRO
T2 (8 h) Control Frutas Verduras Tubérculos
Bs. 0,048 0,042 0,036 0,047
RX. 0,049 0,059 0,063 0,049
Bm. 0,066 0,065 0,085 0,034
M. 0,055 0,057 0,061 0,065
T3 (12 h) Control Frutas Verduras Tubérculos
Bs. 0,038 0,019 0,019 0,032
RXx. 0,030 0,036 0,036 0,039
Bm. 0,039 0,048 0,027 0,029
M. 0,044 0,045 0,031 0,041
T4 (16 h) Control Frutas Verduras Tubérculos
Bs. 0,045 0,018 0,019 0,031
RX. 0,028 0,044 0,040 0,038
Bm. 0,032 0,061 0,034 0,051
M. 0,039 0,053 0,044 0,045
T5 (20 h) Control Frutas Verduras Tubérculos
Bs. 0,038 0,023 0,031 0,085
RX. 0,029 0,050 0,026 0,027
Bm. 0,045 0,055 0,031 0,035
M. 0,040 0,053 0,038 0,038
T6 (24 h) Control Frutas Verduras Tubérculos
Bs. 0,039 0,029 0,016 0,036
RX. 0,028 0,042 0,038 0,035
Bm. 0,042 0,050 0,045 0,023
M. 0,041 0,066 0,043 0,040
T7 (28 h) Control Frutas Verduras Tubérculos
Bs. 0,035 0,032 0,031 0,039
RX. 0,030 0,041 0,024 0,035
Bm. 0,036 0,059 0,028 0,035
M. 0,042 0,044 0,029 0,038
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ANEXO IX: DETERMINACION DE CELULOSA, RENDIMIENTO DE BIOMASA Y

PRODUCTO POR CONSUMO DE SUSTRATO

Pesos de celulosa (g/L)

Tle(:;po CcMC Frutas Verduras Tubérculos
0 0,45 0,36 0,41 0,39
4 0,35 0,34 0,39 0,38
8 0,29 0,3 0,36 0,35
12 0,27 0,28 0,33 0,32
Peso seco del residuo (gr)
Tle(rr?)po CMC Frutas Verduras Tubérculos
0 0,9 0,72 0,82 0,78
4 0,7 0,68 0,78 0,76
8 0,58 0,6 0,72 0,7
12 0,54 0,56 0,66 0,64

Datos de biomasa (x), sustrato (s) y producto (p) durante las 12 horas del proceso.

CcMC Frutas Verduras Tubérculos
Tiempo (h)
X (g/L) s (g/L) p (g/L) X (g/L) s (g/L) p (g/L) X (g/L) s (g/L) p (g/L) X (g/L) s (g/L) p (g/L)
0 0.004 0.4 0.008 0.003 0.36 0.005 0.005 0.41 0.009 0.004 0.39 0.008
4 0.027 0.35 0.069 0.01 0.34 0.035 0.023 0.39 0.054 0.02 0.38 0.046
8 0.036 0.29 0.075 0.023 0.3 0.069 0.031 0.36 0.073 0.028 0.35 0.07
12 0.051 0.27 0.089 0.032 0.28 0.074 0.045 0.33 0.082 0.038 0.32 0.079
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Datos de biomsa (x), sustrato (s) y producto (p); tanto inicial y final, para la determinacion
del rendimiento, a partir de los datos anteriores.

cMmC Frutas Verduras Tubérculos
Xo 0,004 0,003 0,005 0,004
X 0,051 0,032 0,045 0,038
So 0,4 0,36 0,41 0,39
S 0,27 0,28 0,33 0,32
Po 0,008 0,005 0,009 0,008
P 0,089 0,074 0,082 0,079

Férmulas para la obtencién de los rendimientos (Yx/s y Yp/s)

X — Xo
» Y Xx/s=
S—3So
P - Po
» Ypls=
S—So
P - Po
> Qp= Tf —To

Rendimiento de biomasa y producto, con respecto al consumo de sustrato en 12 horas.

Yx/s 0,362 0,363 0,5 0,486
Yp/s 0,623 0,863 0,913 1,014
Qp 0,007 0,006 0,006 0,006
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ANEXO X: ANALISIS ESTADISTICO DEL RENDIMIENTO Yx/s, Yp/s 'y Qp

0,427
0,038
0,424
0,076
0,006
0,138
0,362
0,5
1,710

0,121

Yp/s Yx/s

Promedio 0,853 Promedio

Error 0,083 Error

Mediana 0,888 Mediana

Desviacion estandar 0,166 Desviacion estandar

Varianza 0,028 Varianza

Rango 0,391 Rango

Minimo 0,623 Minimo

Méaximo 1,014 Maximo

Suma 3,412 Suma

Cuenta 4 Cuenta

Nivel de confianza(95.0%) 0,264 Nivel de confianza(95.0%)

Qp

Promedio 0,006
Error 0,0002
Mediana 0,006
Desviacion estandar 0,0004
Varianza 1,9213E-07
Rango 0,001
Minimo 0,006
Maximo 0,007
Suma 0,024
Cuenta 4
Nivel de confianza(95.0%) 0,0007
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Andlisis de varianza

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Ypl/s 4 3,412 0,853 0,028
Yx/s 4 1,710 0,427 0,006
Qp 4 0,025 0,006 1,9213E-07
Variaciones Total de Promedio Probabilidad Valor critico
de los grupos cuadrados
Entre Yp/s,
Yx/s, Qp 1,435 0,717 4,5492E-06 4,257
Dentro de
Ypl/s, YxI/s, 0,099 0,011
Qp
Total 1,534
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ANEXO XI: PORCENTAJE DE ALINEAMIENTO EN EL NCBI, DE LAS SECUENCIAS
Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Brevibacillus laterosporus.

Gene 16S ARN ribosomal del cultivo Bacillus cereus

)
BLAST  » blastn suite » RID-NBJBWHG7014

BLASTResults

Home

Recent Results

Saved Strategies  Help

Edit and Resubmit Save Search Strategies & Formatting options & Download

Joh title: AJ277908:Bacillus cereus 165 rRNA gene for...

RID NBIBWHG7014 (Expires on 08-17 05:07 am)

Query ID AJ277908.1
Description Bacillus cereus 165 rRNA gene for 165 ribosomal RNA, strain Bactisubtil

Molecule type nucleic acid

Query Length 1447

Youllld How to read this page ~ Blast report description

Database Name nr

Description Nucleotide collection (nt)
Program BLASTN 2.9.0+ P Citation

Click here to use the new BLAST results page

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments [e
|
] Bacillus cereus 165 rRNA gene for 168 ribosomal RNA, strain Bacfisubtil 2673 2673 100% 0.0 100.00% AJ2779081
() Bacillus thuringiensis sirain Bfi chromosome 2567 3137 99% 00 9869% CPO37880.1
|| Bacillus toyonensis strain ChemUPES 7 168 rinosomal RNA gene, parfial sequence 2567 2567 99% 00 9869% MK231615.1
() Bacillus mobilis strain ML-A2C4 chromosome, complete genome 2567 35785 99% 00 98.69% CP0314431
() Bacillus thuringiensis strain T0131 chromosome 2567 34126 99% 00 98.69% CP0O35735.1
[ Bacillus thuringiensis sfrain #0137 chromosome 2567 34158 09% D0 9869% CPO3AT3A1
() Bacillus thuringiensis sirain T0139 chromosome 2567 34156 99% 00 9869% CPRO373TA
] Bacillus cergus strain ZB201708 chromesome, complete genome 2567 35740 99% 00 98.69% CP0309821
] Bacillus sp. (in: Bacteria) strain MS3 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2567 2567 99% 00 98.69% MHEG0239.1
|| Bacillus sp. (in: Bacteria) strain TNS & 168 ribosomal RNA ogne, partial sequence 2567 2567 99% 00 98.69% MG4T1300.1
() Bacillus cersus strain VI 8-5-1 163 ribosomal RNA gene_partial sequence 2567 2567 99% 00 9869% MMH0BA223.1
() Bacillus cereus strain TG1-6 chromesome, complete genome 2567 35818 99% 00 98.69% CPO265781
() Bacillus sp. FDAARGOS 235 chromosome, complete genome 2567 36851 99% 00 98.69% CPO20437.2
|| Bacillus thuringiensis serovar israglensis strain VCRC B-17 16 ribosomal RNA gene, complete sequence 2567 2567 99% 00 9869% MGT453851
() Bacillus cereus strain MLY1 chromasome MLY1.0, complete sequence 2567 40363 99% 00 958.69% CP0246551
[} Bacillus thuringiensis sirain ATCC 10782 _complefe genome 2567 35BR1 09% 00 98.69% CPO20754.1
[] Bacillus cersus strain FORC 047 _complate genome 2567 35885 99% 00 9869% CPO17060.1
[_] Bacterium strain PAH13 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2567 2567 99% 00 9869% MF278996.1
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Gene 16S ARN ribosomal del cultivo Bacillus subtilis.

]
BLAST 5 blastn suite » RID-NBJZ2KaP014

Home

BLAST Results

Recent Results

Saved Strategies

Help

Edit and Resubmit  Save Search Strategies b Formatting options & Download

Job ite: emblAJ277905.1

=)

RID NBJZ4K4P014 (Expires on 08-17 05:17 am)
Query ID AJ277905.1

Description Bacillus subtilis 165 rRNA gene for 165 ribosomal RNA, strain Lactipan

Molecule type nucleic acid
Query Length 1452

YoulfF How to read this page  Blast report description

Database Name nr
Description Nucleatide collaction ()
Program BLASTN 2.9.0+ b Citation

Click here to use the new BLAST results page
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
It Alignments o
i S Soe et e | ST
[ Bacillus subilis 163 rRNA gene for 168 ribosomal RNA_ strain L actipan 2682 2682 100% 00 100.00% AJ277905.1
[ Bacillus sp. KBS0812 chrompsome, complete genome 2639 26388 99% 00 99.52% CPO41757.1
[ Bacillus subtilis strain DSM 10 168 ribosomal RNA gene, paral sequence 2639 2639 9% 00 9952% MNOTTH4TA
[ Bacillus subilis strain 50-1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2639 2639 9% 00 9952% MH4TAG41
| Bacillus subtiis subsp. subtiis NBRC 13719 DNA complefe genome 2639 26333 99% 00 99.52% APQ{9TI4.4
[ Bacillus subilis strain SEM-3 chromosome, complete genome 2639 26340 9% 00 9952% CROM1231
| Bacillus subtiis subsp. subtiis NCIB 3610 = ATCC 6051 strain NCIB 3610 chromesome, complete genome 2639 26383 99% 00 99.52% CPO344d41
[ Bacillus subilis strain PR10 chramosome, complete genome 2639 26338 99% 00 9952% CPO4D5281
[ Bacillus subtiis sfrain H19 chromosome, complete oenome 2639 26338 99% 00 9952% CPO3Za3sd
[ Bacillus subilis strain MBI 500 chromosome complete genome 2639 26314 9% 00 9952% (CRO33081
[ Bacillus subilis strain DLSB-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2639 2639 9% 00 9952% MK795380.1
[ Bacillus sp. (in: Bacteria) sirain §51 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2639 2639 99% 00 99.52% MKT36123.14
[ Bacillus subilis strain W81 168 ribosomal RNA gene, parial sequence 2639 2639 9% 00 9952% MK621207.1
[ Bacillus subilis subsp. subtiis strain CP-350 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence 2639 2639 99% 00 99.52% MKED1694.1
[ Bacillus subilis subsp. subtiis strain G7 chromosome, complete genome 2639 26366 99% 00 9952% CPO296091




Gene 16S ARN ribosomal del cultivo Brevibacillus laterosporus BL-2, secuencia parcial.

La parte sombreada indica el nombre de la bacteria, se emple6 busqueda rapida pore

specie B. aterosporus, sefialando score maximo.

Edit and Resubmit Save Search Strategies  » Formatting options & Download

Job title: gb|DQ371289.2) (1507 letters)

RID 34586DF7014 (Expires on 01-07 21:47 pm)

Query ID D0Q371289.2 Database Name nr
Description Brevibacillus laterosporus strain BL-2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.8.1+ & Citation

Query Length 1507

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

i Alignments o

Max | Total Query E

Ident  Accession
score score | cover value

Description

|| Brevibacilus laterosparus strain 8L -2 165 ribosomal RNA gane. partial saquance 2784 2784 100% 00 100% DQ37i2892
() Brevibacillus laterosporus 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 072 2772 100% 00 99% DQi229322
[J Brevibacillus laterosporus sfrain E7543-50 chromosome, complete genome 2765 33025 99% 00 99% CPO3Zd04
(] Brevibacillus laterosporus DS 25, complete genome 27165 30310 99% 00 99% CPO1770e.1
(] Brevibacilus laterosporus sfrain BL-1 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2758 2758 99% 00 99% DQ3Ir1288.2
[ Uncultured Brevibacillus sp. clone LHN42 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2748 2748 99% 00 99% KFO031%6.1
[J Brevibacillus laterosporus sfrain LHC35 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2743 2743 9% 00 99% KCAs1909.1
() Brevibacillus laterosporus sfrain Bl-zj chromosome, complete genome 2732 32582 9% 00 99% CPO3Z84B1
() Brevibacillus laterosporus sfrain ZQ2 chromosome, complate genome 2732 32616 99% 00 99% CPO25A451
(] Brevibacilus laterosporus LIMG 15441, complete genome 2732 32599 99% 00 99% CPOO7E061
[J Brevibacillus laterosporus sfrain IHBB 9233 168 ribosomal RNA gene _partial sequence 2728 2728 99% 00 99% KRO&sT91d
[J Brevibacillus laterosporus sfrain SWMCA7 16S ribosomal RNA aene, partial sequence 1 2111 9% 00 99% KE35A4Rdq
() Brevibacillus laterosporus sfrain DSM 25 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 217 2117 98% 00 99% NR 1122121
() Brevibacillus laterosporus isolate Y28 16S ribosomal RNA aene, partial sequence 27112 2712 9% 00 99% KF730748.1
(] Brevibacillus laterosporus sfrain BY, complete genome 27110 32409 99% 00 99% CPO110741
[] Brevibacilus laterosporus sirain Lakshmi1210 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2706 2706 99% 00 99% HQ412764.1
[ Brevibacilus laterosparus strain 1AM 12465 163 ribosomal BNA gane parial sequance 2706 2706 97% 00 99% NR 0370051
[J Brevibacillus taterosporus sfrain BPM3 168 ribosomal RNA agne, partial sequence 2704 2704 99% 00 99% EU1595851
() Brevibacillus laterosporus gene for 163 ribosomal RNA, partial sequence, strain: TISTR 1911 2700 2700 99% 00 99% ABSITH4T1
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ANEXO XII: FORMATOS DE INGRESO A LA UNIVERSIDAD AGRARIA LA MOLINA.

CARTA DE COMPROMISO INTEGRANTES LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA
Y BIOTECNOLOGIA

Conste por el presente documento, que yo Maua Towsa ﬁ'é‘% %”&5

con DNI N°___ 7533740 , R.U.C. N° 40745332908 y domicilio legal
o Arcola's Gonoons #1231k 31, Chimde— como parte del equipo de Laboratorio de Ecologia
Microbiana y Biotecnologia de la UNALM me comprometo a cumplir con las reglas

establecidas por el laboratorio (que se encuentran adjuntas a este documento), asi como
las disposiciones que se detallan a continuacion:

1. Ingresar al laboratorio a las 9.00 am y salir de él a las 6.00 pm o al concluir sus
actividades, previa coordinacién con las personas encargadas. El horario de ingreso
sera anotado en un folder que se encontrara en la puerta de ingreso. Si algun ensayo
se extendiera, se debera anotar en el folder de registro previa autorizacion y firma del
encargado del proyecto.

2. Realizar los trabajos encomendados de manera eficiente sin desperdiciar material o
hacer mal uso de reactivos, instrumentos o equipos.

3. El horario de almuerzo es de 1 h que podra ser tomada en los siguientes turnos:
de 12.45 pm a 1.45 pm. Cualquier cambio de horario debera ser consultado con las
personas encargadas del proyecto o con el responsable del laboratorio.

4. Las vacaciones seran tomadas en julio, desde el viernes de la semana del 20 de julio
hasta el 29 de julio y en diciembre desde el viernes de la semana del 20 de diciembre
hasta el 31 de diciembre, que seran las fechas en el que el laboratorio se encontrara
cerrado y por lo que no se deben instalar ensayos.

5. Se deberan cumplir con los cronogramas establecidos y entregar los informes en el
tiempo sefialado dentro de él.

6. No se podra divulgar o proporcionar informacion o documentacion alguna referente
a los ensayos, servicios, resultados o proyectos realizados dentro del laboratorio.

En caso de incumplimiento se efectuara la sancién correspondiente. Si se reincidiera,
la persona sera retirada del laboratorio, habiendo entregado todo los datos e
informacion que haya sido generada dentro de €l.

Nombre y apellido:
DNI: 74533790

HM; Town glfj ,)%"A"
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om
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA i I
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REGLAS Y NORMAS DEL LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA Y BIOTECNOLOGIA
1. Es de uso OBLIGATORIO fraer y usar MANDIL BLANCO para entrar a las instalaciones del
laboratorio, sobre todo en las areas de trabajo. No se permitira el ingreso a las areas de trabajo
sin mandil.
2. Todo integrante del laboratorio debe traer su CUADERNO de apuntes y dejarlo en el laboratorio.
El cuademo debe ser entregado al responsable del proyecto cada vez que se termine de usar.
3. Antes y Después de trabajar deben dejar LIMPIO Y ORDENADO, la mesa o area de trabajo.
4. NO encender un equipo o usar algin material del laboratorio si no se le ha ensefiado
previamente por el coordinador encargado.
5. Solo esta permitido el ingreso al LEMYB, a las personas que forman parte del equipo del LEMyB
y no ha personas ajenas 0 que ya no pertenecen al mismo.
6. SOLO PERMANECERAN dentro del laboratorio en el HORARIO ESTABLECIDO, programado
con el responsable de cada proyecto 0 encargado.
7. Los asistentes de investigacién, tesistas, alumnos, técnicos y todo el personal del laboratorio
debe respetar y cumplir las tareas encargadas por el responsable del proyecto o encargado,
¢aso no culminen por alglin imprevisto, no retirarse sin avisar.
8. Cuidar los casilleros asignados para cada integrante del laboratorio, no dejar alimentos u otros
objetos guardados que puedan traer malestar al personal de trabajo del laboratorio.
9. Los pasadizos deben estar libres en todo momento, evitar hacer desorden. NO dejar mochilas en
los pasadizos, i tapers o botellas sobre los casilleros.
10. El uso del intemet es solo exclusividad del personal de trabajo del laboratorio y para realizar
trabajos o tareas exclusivas del laboratorio.
11. Evitar ocupar las salas o éreas del laboratorio para uso personales de tareas o esfudios de
pregrado o postgrado de la universidad.
12, Evitar el uso de laptops en el area de trabajo.
13. Esta PROHIBIDO refirar algin medio de cultivo, reactivo, cepa en estudio ylo controles, material
y equipos fuera del laboratorio sin autorizacion de la jefa del LEMYB.
14. Mantener limpio el COMEDOR, limpiando las mesas después de comer.
15. Esta PROHIBIDO coger y usar llaves de las areas del laboratorio sin autorizacion de la persona
encargada.
Y
. il
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DRA. DORIS ZUNIGA DAVILA S35 > ; o) / w
Jefa del LEMYB Marino Tabusso Haue Tosoo. ey JBHE0

Prof. Principal Dpto de Biologia DNL: 74833790
Universidad Nacional Agraria La Molina

LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA'Y BIOTECNOLOGIA "MARINO TABUSSO"
(511) 6147800 anexo 274 - E-mail:imt@lamolina.edu.pe

AISLAMIENTO, CARACTERIZACI®N E IDENTIFICACION
MOLECULAR DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE
CELULASAS EN INTESTINO DE LOMBRIZ DE TIERRA'Y SU
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