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RESUMEN

Se aislo y seleccion6 bacterias celuloliticas a partir de compost de residuos organicos de la Estacion Experimental
de Bioquimica Aplicada de la Universidad Nacional de Truyjillo (Pert). Para ello: se pesé 10 g de muestra y se
colocd en 90 mL de agua peptonada 0.1%, se hicieron diluciones seriadas y siembras en agar CMC 1% que fueron
incubadas a 35°C por 48 h, se resembré en agar CMC 1% y se seleccionaron colonias que presentaban los mayores
halos de hidrolisis mediante la prueba con Rojo de Congo y, finalmente, se hicieron siembras por puntura en agar
CMC 1% de los cultivos seleccionados: Col 1, C4 y C5, en tres repeticiones y se obtuvo el promedio de los halos
netos de hidrdlisis. Posteriormente, se realizé la bioquimica de los cultivos celuloliticos seleccionados y se
determind la fase logaritmica media de crecimiento bacteriano en 10 mL de caldo CMC 0.7% pH 6.5, a 37°C, con
un mL de inoculo de 3x108 UFC/mL. Se encontro, en relacion a los promedios de los halos netos de hidrolisis, que
no hubo diferencia significativa (p>0,05) entre los halos de las bacterias C4 y C5, pero si entre el cultivo Col 1 y
los demas. Los cultivos correspondieron a Paenibacilius sp. (Col 1), Bacillus firmus (C4) y Bacillus sp. (C5) que
alcanzaron su fase logaritmica media de crecimiento a las 6 h en las condiciones ensayadas.
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ABSTRACT

It was isolated and selected cellulolytic bacteria from compost organic waste from the Experimental Station of
Applied Biochemistry, National University of Trujillo (Peru). 10 g of sample were added to 90 mL of peptone-
water 0.1% medium, serial dilution and crops were made in agar CMC 1%, then were incubated at 35 °C for 48 h,
replanted in agar CMC 1%, and selected the colonies with highest halos hydrolysis.Testing were made with Red
Congo technique by means puncture in agar CMC 1% medium of selected crops: Col 1 C4 and CS5, three repetitions
and the average was obtained net hydrolysis halos. Subsequently, the biochemistry of the selected cellulolytic
cultures were performed and the average logarithmic phase of bacterial growth was determined in 10 mL of 0.7%
CMC broth pH 6.5, at 37 ° C with an inoculum of 3x108 mL CFU / mL. He found, in relation to the average net
hydrolysis halos, no significant difference (p> 0.05) between the halos of the C4 and CS5 bacteria, but between
cultivation Col 1 and others. Cultures were for Paenibacillus sp. (Col 1), Bacillus firmus (C4) and Bacillus sp.
(C5) which reached their mid-log phase growth at 6 h under the conditions tested.
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INTRODUCCION

En el proceso de compostaje los microorganismos participan por medio de secreciones de enzimas
hidroliticas que tienen un papel fundamental en la depolimerizaciéon de los componentes organicos de
los diferentes residuos. Las mas importantes son las celulasas, hemicelulasas, proteasas, lipasas
fosfatasas y arilsulfatasas que hidrolizan moléculas grandes como almidon, celulosa, hemicelulosa,
pectina, proteinas, lipidos y acidos nucleicos, que son asimilados por los microorganismos como fuente
de carbono y energial:23. Moléculas como hemicelulosa y celulosa estan presentes en gran cantidad en
el compost proveniente de residuos agricolas; los microorganismos celuliticos y en particular las
bacterias aerobicas convierten la celulosa en dos productos principales: CO, y biomasa; no existen
acumulaciones significativas de intermediarios carbonados y la concentracion de acidos organicos
raramente alcanza un nivel apreciable34.5.6.7,



Las enzimas celulasas son producidas por una variedad de bacterias y hongos aerdbicos o anaerobicos,
meso6filos o termofilos?. Las bacterias celuloliticas mas abundantes y conocidas son las aerobias, entre
ellas: Cellulomonas, Vibrio, Bacillus, Pseudomonas y Cytophaga. Acetivibrio cellulolyticus,
Clostridiun cellulovorans, Ruminococcus albus, Butirivibrio sp. Clostridium thermocellum destacan
entre las anerobias y Streptomyces drozdowiczii, S. cellulolitycus, Themomonospora curvata, T.
chromogena, T. alba y Thermomobifida fiisca, entre los estreptomycetoss:%10:11,12,

Bacillus es reconocido industrialmente atractivo por sus altas tasas de crecimiento, gran capacidad
para la secrecion de enzimas extracelulares, asi como su desarrollo bajo condiciones ambientales
extremas®. Se sabe que naturalmente metaboliza una amplia variedad de aztcares incluyendo xilosa,
arabinosa, celulosa, sacarosa, celobiosa y glucosa; sin embargo, a pesar del extenso conocimiento
genético y bioquimico del género?s, existe poca informacion de aspectos bioenergéticos, metabolicos,
de crecimiento y de formacion de productos en condiciones aerébicas para la utilizacion de
carboximetildelulosa!?.12

Diferentes procedimientos han sido utilizados en la identificacion y enumeracion de los
microorganismos capaces de utilizar la celulosa, siendo la base de éstos la hidrolisis de los sustratos
celuldsicos. Destaca dentro de ellos el Rojo de Congo porque permite evidenciar la hidrolisis de
polisacaridos, debido a que el colorante forma complejos con las moléculas no hidrolizadas, facilitando
asi la diferenciacion entre microorganismos celuloliticos y no celuloliticos mediante zonas de
aclaramiento alrededor de la colonia!3.14.15.16,17,

La actividad del sistema enzimatico en el complejo celuloliticos puede medirse determinando la
cantidad de glucosa liberada mediante DNS; esta técnica demuestra la presencia del grupo carbonilo
libre (C=0) de los azucares reductores que implica la oxidacion del grupo funcional aldehido de la
glucosals.!9, En este método el acido 3,5-dinitrosalicilico es reducido a acido 3-amino-5-nitrosalicilico,
mientras que los grupos aldehidos son oxidados a grupos carboxilos; la reduccion del acido genera un
color amarillo el cual es proporcional a la concentracion del azucar reductor presente y se evidencia por
medio de la lectura de absorbancia en el espectrofotometro lo que implica la aplicacion de la ley de
Lambert Beer20.

Los azucares liberados del proceso pueden ser usados en varios propositos, como el incremento de
azucares asimilables en los forrajes y la produccion de etanol?!22. Ademas por ser un producto que posee
diferentes caracteristicas, entre ellas ser edulcorante, preservante humedad, inhibidor frente a levaduras
y mohos, estabilizador de la viscosidad; tiene gran aplicacion en la industria farmacéutica y
alimentaria?>. Al mismo tiempo, el material lignocelulésico es atractivo por su bajo costo y alta
disponibilidad en diversos climas y localidades, sin embargo, el principal impedimento para su
utilizacion es la falta de una tecnologia de bajo costo para degradar la fraccion recalcitrante de la
biomasa?4.

El compostaje es un proceso bioldgico aerobio en la que se transforman los residuos organicos
degradables en un producto estable e higienizado, que es aplicable como mejorador de suelos y sustratos
y es método eficiente en la eliminacion de residuos organicos. En el presente trabajo se propuso el
aislamiento y seleccion de microorganismos celuloliticos a partir de compost del centro de
investigaciones bioquimicas de la Universidad Nacional de Trujillo, Peru, a fin de ofrecer a la
comunidad industrial y empresarial especies nativas de microorganismos celuloliticos, cuyas enzimas
puedan ser utilizados como alternativa a las enzimas comerciales que tienen alto costo.

MATERIAL Y METODOS

Material Bioldgico

Compost de residuos organicos procedente de la Estacion Experimental de Bioquimica Aplicada de
la Universidad Nacional de Trujillo (UNT), Peru.
Obtencion y transporte de la muestra

Se obtuvieron 09 muestras de compost, en una cantidad de 200 g cada una y depositadas en recipientes
plasticos, debidamente rotulados y posteriormente llevados al Laboratorio de Fisiologia y Genética
Bacteriana de la UNT.
Descripcion de la composicion de los residuos para la formacion del compost

20



El compost obtenido presentd un alto contenido de residuos orgéanicos vegetales tales como tallos y
hojas de plantas herbaceas (Papaya, Fresa, Maracuya, Alfalfa, Uva, etc.) y estiércol de ganado vacuno.
Aislamiento y seleccion primaria!6.17

Se pesd 10 g de la muestra homogeneizada y se colocd en 90 mL de agua peptonada 0.1%(P/V).
Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas de 10! a 10-3 con el mismo diluyente; a partir de estas,
se sembrd 0.1 mL en placas con agar carboximetilcelulosa 1%35 por la técnica de siembra en superficie.
Las placas fueron incubadas a 37°C por 48 horas3¢. Transcurrido el tiempo de incubacién se hizo un
subcultivo por puntura de los microbios que crecieron en las placas, por duplicado, y se incub6 en las
mismas condiciones. A una de las placas se adiciono la solucion de Rojo de Congo al 1% (P/V), y luego
de 15 minutos se retir6 el exceso y se adiciond NaCl 1.0 M, dejandolo reposar por 15 minutos mas y se
retiro el exceso3’. La seleccion de los cultivos celuloliticos se hizo en base a la presencia de halos netos
de hidrélisis?® alrededor de cada colonia a partir de la segunda placa sembrada (Tabla 1). Este
procedimiento se hizo por triplicado para cada muestra.

Seleccion secundarial6.!?

Cada cultivo que present6 halo de hidrolisis fue reactivado en Agar CMC 1%, pH 6.5, a 37 °C por
24 horas. Posteriormente se sembré por puntura en placas por duplicado e incubado en las mismas
condiciones. A una de las placas se adiciono la solucién de Rojo de Congo al 1% (P/V), y luego de 15
minutos se retird el exceso y se adicion6é NaCl 1.0 M, dejandolo reposar por 15 minutos mas y se retiro
el exceso. La seleccion secundaria de los cultivos celuloliticos se hizo en base al tamafio de los halos
netos de hidrolisis alrededor de cada colonia a partir de la segunda placa sembrada. Este procedimiento
se repitio tres veces.

Analisis de resultados

Las mediciones promedio de los halos netos de hidrolisis de los cultivos celuloliticos fueron sometidos
al andlisis estadistico Prueba de Tukey y Duncan para evaluar la diferencia significativa de los
resultados.

Identificacion bioquimica

A los cultivos bacterianos celuloliticos obtenidos de la seleccion secundaria se les hizo observaciones
macro y microscopicas, en fresco y mediante coloracion Gram. La identificacion bioquimica de las
bacterias seleccionadas se hizo mediante la evaluaciéon de comportamiento metabolico de acuerdo a los
manuales de Bergey's de bacteriologia sistematica?’ y Mac Faddin2¢.
Determinacion de la curva de crecimiento de las bacterias celuloliticas seleccionadas

Cada bacteria fue reactivada en Agar CMC 1 % y se prepard una suspension bacteriana en solucion
salina fisiologica estéril (SSFE), equivalente al tubo n°1 del nefelometro de MacFarland y se inoculo 1
mL a un tubo conteniendo 10 mL de caldo CMC al 0.7%, pH 6.5 a 37°C y se hizo recuentos bacterianos
en placa cada 4 h desde las 0 h hasta las 24 h por la técnica de siembra en superficie mediante diluciones
seriadas crecientes en cada muestreo y se sembré en agar CMC 1% de 24 a 48 horas.

RESULTADOS

Siete de los 12 cultivos aislados mostraron ser celulociticos, cuyos halos midieron entre siete y 17 mm
(Tabla 1), con promedio de halo ascendente con significancia estadistica (p<0,05) entre el Col 1y C5
(Fig. 1). Los cultivos celulociticos mostraron ser bacilos Gram =+, con colonias de diversa forma (Tabla
2)

Respecto al comportamiento bioquimico, mostraron ser catalasa+, glucosa+, manitol+ y degradadoras
del almidon (Tabla 3). Las bacterias fueron identificadas como Paenibacilius sp., Bacillus firmus 'y
Bacillus sp. y mostraron curvas de crecimiento similares en caldo carboximetilcelulosa 0.7%, pH 6.5 a
37°C (Fig 2)
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Tabla 1. Comportamiento cualitativo de los 12 cultivos bacterianos aislados a partir de compost del campo
experimental de Bioquimica Aplicada de la Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Pera, como Celulolitico
(+) y No celulolitico (-) mediante la prueba de Rojo de Congo y tamafio de halo neto (mm).

Cultivo Prueba del rojo Halo neto
de Congo (mm)
Coll + 12
Col2 - -
Col3 + 08
C4 + 15
Cs + 17
Cé6 - -
Cc7 - -
C8 + 08
c9 < 07
C10 + 09
C11 - -
C12 - -
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Fig. 1. Promedio de los halos netos de hidrdlisis de las tres bacterias celuloliticas
Seleccionadas por la técnica del Rojo de Congo del compost del campo experimental de Bioquimica Aplicada de
la Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Pert. (p<0,05)
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Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los cultivos bacterianos celuliticos aislados y
seleccionados de compost del campo experimental de Bioquimica Aplicada de la Universidad Nacional de
Trujillo. Tryjillo. Pert.

Cultivo Caracteristicas macroscopicas
Caracteristicas microscopicas
Reaccion Forma
Gram
Col 1 Colonias pequefias, secas, planas, opacas, Positivo Bacilos pequefios, espora
bordes irregulares y en forma rizoide central, extremos ovalados
C4 Colonias pequefias, cremosas, planas, Positivo Bacilos pequefos, extremos
bordes irregulares ovalados, espora central
C5 Colonias pequefias, cremosas, planas, Positivo Bacilos medianos, extremos
bordes irregulares ovalados, espora central

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas (reaccion positiva, + o negativa, -) de los cultivos bacterianos celuloliticos
aislados de compost de residuos organicos del campo experimental de Bioquimica Aplicada de la Universidad

Nacional de Trujillo. Trujillo. Pert.

Cultivos
Prueba

Col 1 Cc4 C5
Catalasa + + +
Glucosa + + +
Hidrolisis del almidon + + +
Citrato - - -
Ureasa + - -
Voges Proskauer - - -
Licuacion de la Gelatina a 22°C - 4 ++
Manitol +
Movilidad +
Indol - - -
Crecimiento en Na Cl1 7.5% ++ + +

Tabla 4. Identificacion de los cultivos bacterianos celuloliticos aislados y seleccionados a partir del compost de
residuos organicos del campo experimental de Bioquimica Aplicada de la Universidad Nacional

de Trujillo. Trujillo. Pert.

Cultivo Bacteria
Col 1 Paenibacillus sp.
C4 Bacillus firmus
C5 Bacillus sp.
DISCUSION

La seleccion de los microorganismos celuloliticos se logrd determinar por los halos de hidrélisis en el
medio Agar Carboximetilcelulosa alrededor de la colonia. El método se basd en la capacidad del
colorante Rojo de Congo de adherirse a la carboximetilcelulosa tornandose la placa de color rojo, al ser
degradado este sustrato por el complejo enzimatico celulasa; el area hidrolizada toma un color amarillo
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lo cual indica que el colorante no se pudo adherir al polimero que se ha disgregado, lo cual permiti6
conocer de manera cualitativa la utilizacién del sustrato carbonado; ademas fue posible observar el
crecimiento de microorganismos que no generan halos alrededor de su colonia, debido posiblemente a
que ha utilizado, para su crecimiento, algunos otros componentes como son el extracto de levadura,
peptona, o bien los azucares formados por los microorganismos celuloliticos, en un proceso denominado
sinergismo el cual es muy comun en los consorcios microbianos?223.
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Fig. 2. Curvas de crecimiento de las tres bacterias celuloliticas del campo experimental de Bioquimica Aplicada
de la Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Peru.seleccionadas en caldo carboximetilcelulosa 0.7%, pH 6.5
a 37°C, en relacion al tiempo deincubacion.

El tamafio de los halos netos de hidrolisis de carboximetilcelulosa 1 % fue diferente para cada cultivo
seleccionado. El cultivo C5 fue quien presento el mayor halo de hidrolisis de 17 mm mientras que el
cultivo C9 presento el menor halo de hidrolisis de 9 mm. Esto es porque hay microorganismos que
producen mas enzimas celulasas que otras , esto puede deberse al complejo enzimatico o al mecanismo
de hidroélisis que poseen para degradar este sustrato como es el caso de las bacterias del genero Bacillus
que aparte de producir enzimas termoestables debido a su capacidad de crecer en temperaturas muy
elevadas presentan actividad endo B- 1,4 glucanasa y exo B- 1,4 glucanasa , pero tienen una
caracteristica en particular y es la resistencia a ser inhibida por la propia glucosa o celobiosa que
producen lo que la convierte en una excelente bacteria productora de enzimas celulasas. Asimismo
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actividades elevadas de endoglucanasas se correlacionan con la formaciéon de mayores halos de
hidrélisis como lo reportado por Ceroni4s que hizo un estudio de correlacion entre la actividad
enzimatica y el halo de hidrélisis obtenido en la seleccion primaria semicuantitativa en placas4.27.28,

Los cultivos seleccionados fueron Col 1, C4 y C5 quienes mostraron los mayores halos netos de
hidrolisis de 11, 15 y 17 mm respectivamente. En tanto que Acharya et al.23 obtuvieron bacterias
termofilas y termotolerantes de una pila de compost, donde Bacillus subtilis fue quien mostrd la mas
alta zona de hidrolisis en medio CMC 1% que fue de 21 mm al octavo dia de incubacién. En un estudio
realizado por Ling?* demostré la actividad celulolitica de cepas de Bacillus thuringiensis mediante la
deteccion de su capacidad para forman halos en placas de CMC, y como resultado se obtuvo un valor
de H / C mayor que 2 (H: halo de hidrdlisis didmetro; C: didmetro de la colonia) lo que sugiere que las
cepas de Bacillus podrian producir celulasas con alta actividades, al tener la capacidad potencial para
liberar glucosa a partir de celulosa.

Mediante la prueba de Tukey y Duncan se analizaron las diferencias entre las medias de los halos de
netos de hidrolisis de las bacterias sobre el sustrato carboximetilcelulosa al 1.0% en placa, donde se
obtuvo que los halos netos de hidroélisis de 15,3 y 16,7 mm de los cultivos C4 y C5 respectivamente no
se diferencian significativamente por lo cual presentan el mismo poder degradativo sobre este sustrato.
Ambos cultivos fueron los que presentaron los mayores halos netos de hidrolisis pero obtienen el mismo
efecto sobre este sustrato; mientras que, el cultivo Col 1 si muestra una diferencia significativa sobre los
otros 2 cultivos pero este fue quien presentd el menor halo de hidrolisis entre las tres bacterias
seleccionadas.

Los microorganismos aislados y seleccionados Col 1, C4 y C5 en el presente estudio fueron
identificados en el laboratorio mediante caracteristicas morfoldgicas y pruebas bioquimicas. Asi
tenemos que se logrd describir las caracteristicas macroscopicas de los cultivos, coloracion Gram, y
ademas se realizaron pruebas bioquimicas necesarias de acuerdo al manual de Beryey's?> y Mac
Faddin26, determinado asi su género y especie, los cuales fueron identificados como Paenibacillus sp,
Bacillus firmus'y Bacillus sp., respectivamente.

Paenibacillus sp. (Col 1) presento tincion de Gram positiva, glucosa y manitol positivo, hidrolizo el
almidon, no licud la gelatina, tuvo un crecimiento rapido en NaCl al 7.5%, sin reduccion del citrato y la
prueba de urea fue positiva, en condiciones de aerobiosis. Similares resultados fue encontrado en
pruebas bioquimicas realizado por Rodriguez*® para la identificacion de Paenibacillus aisladas de los
noédulos de Lupinus angustifolius (altramuz azul) para estudios de colonizacion junto con la bacteria
Micromonospora. Paenibacillus presenta gran versatilidad en cuanto a su adaptacion a diferentes
medios; debido a su variabilidad genética ya que presenta segmentos de ADN de distintos
microorganismos?7.28.29,

Con respecto al género Paenibacillus son pocos los estudios sobre su actividad celulolitica como los
trabajos que permitieron el aislamiento de Paenibacillus sp. de bagazo de cafia de azlicar en agar CMC
1% y evalud su actividad catalitica de enzimas celulasas y de suelos nativos forestales como
constituyentes puros de consorcios microbianos y mostr6 un alto potencial de endoglucanasa en medio
solido y liquido. Este consorcio tuvo un completo potencial de degradacion de celulosa ya que mostro
altas actividades de endocelulasas, xilanasas y degradacion de papel de filtro. Mientras que trabajos
realizados por Valenzuelas? utilizo a Paenibacillus barcinonensis para la purificacion, caracterizacion y
clonacion de tres enzimas degradadoras de xilano para el empleo industrial3,

Por otra parte, se ha descrito que algunas especies del genero Paenibacillus actian como promotoras
del crecimiento vegetal, ya que influyen de manera directa en el crecimiento de las plantas al producir
fitohormonas, nutrientes, fijar nitrégeno y actuar contra microorganismos patogenos. Un ejemplo lo
constituye el empleo de Paenibacillus polymyxa, el cual se ha encontrado en la rizéfera de diferentes
cultivos y en la que tienen la habilidad de secretar sustancias que mejoran el crecimiento de la planta,
de fijar nitrégeno y solubilizar los fosfatoss3.

Con respecto a su curva de crecimiento Paenibacillus sp. muestra que la bacteria desde las 0 hasta las
4 horas tuvo una fase de latencia, en esta fase no hay variaciones en el niimero de microorganismos; sin
embargo, las células no estan inactivas ya que se estan adaptando al medio, para lo cual sintetizan
enzimas. Si bien el nimero de células no varid, puede ser que éstas aumenten algo de tamafo debido a
que se va a producir la divisiéon24 .Un hallazgo similar se obtuvo en un trabajo realizado por Ghio et al.2”
donde evaluo la cinética de crecimiento de Bacillus thuringiensis en agar nutritivo donde observo que
la fase de latencia se mantenia constante hasta las ocho horas de crecimiento.
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Después de las 4 horas ocurrié un crecimiento exponencial de Paenrbacillus sp. que finalizo6 a las 8
horas, alcanzando su fase logaritmica media a las 6 horas . A partir del cual se observa un declive en su
crecimiento. Una posible causa por la que este microorganismo dejo de crecer en este medio de cultivo
fue la inhibicidn que se presenta como consecuencia de la acumulacion de productos acidos del
metabolismo que cambian el pH del medio de cultivo. Se sabe que los iones H+ en numerosas reacciones
enzimaticas pueden actuar como inhibidores no competitivos2%3%, pero en el presente trabajo no se tuvo
en cuenta la influencia del pH, por lo que se recomienda monitorear el valor de pH durante el crecimiento
de esta bacteria.

En un estudio que permitié estimar la curva de crecimiento de la bacteria Paensbacillus lentimorbus se
observo un crecimiento exponencial en donde la concentracion de bacilos permanece constante las
primeras 24 horas de incubacion, después de las cuales se inicia la reproduccion exponencial de la
bacteria, alcanzando su maxima concentracion aproximadamente 62 horas después de inoculado el
medio. Se necesitan mas estudios sobre esta bacteria ya que son pocos los trabajos realizados para la
produccion de celulasas y crecimiento en agar CMC.

Bacillus firmus (C4) presento tincion de Gram positiva, glucosa y manitol positivo, hidrolizo el
almidon, tuvo un crecimiento lento en NaCl al 7.5%, produce una lenta licuacion de la gelatina (+), no
reduce el citrato y la prueba urea fue negativa, en condiciones de aerobiosis. Resultado similar se obtuvo
en un trabajo realizado previamente para el aislamiento de microorganismos solubilizadores de fosfato
organico y evaluar su capacidad como fijadora bioldgica de nitrégeno. Esta especie se ha utilizado para
la decoloracion del poliéster y otras telas, ademas produce sustancias antimicrobianas activas contra
diferentes cepas de Bacillus y son capaces de inhibir bacterias sulforeductoras. Esta especie tiene una
capacidad de absorcion de metales y algunas cepas forman carotenoide?. No se han reportado trabajos
de B. firmus como degradadora de celulosa pero si se ha reportado como subilizador de fosfatos en el
suelo mediante la produccion de acidos como 2—cetogluconico lo cual promueve el crecimiento
vegeta]28.29.30,

Con respeto a Bacillus sp. (C5) seleccionado este presentd una bioquimica muy similar a B. firmus
con la tnica diferencia que tuvo una rapida licuacion de la gelatina (++), y no se pudo identificar la
especie segun el manual de Beryey s? por las limitaciones de algunas pruebas bioquimicas adicionales.
El género Bacillus se caracteriza por ser un bacilo Gram positivo, reconocido industrialmente por sus
altas tasas de crecimiento y produccion de enzimas hidroliticas; este género ha sido reclasificado muchas
veces y algunas de sus especies han sido transferidas al género Paenibacillus®!.Estudios realizados con
cepas nativas, aisladas de un bosque pantanoso, muestran que Baci/lus, en condiciones de agitacion a
50, 100 y 200 rpm, no presenta actividad sobre su sustrato; es decir no secreta una cantidad considerable
de celulasas para ser detectadas por los métodos analiticos?2.

Con respecto a las curvas de crecimiento, en la se observa que la fase logaritmica de crecimiento de
Bacillus sp. y Bacillus firmus finaliza a las 12 horas alcanzando su fase logaritmica media a las 6 horas
a partir del cual se produce un declive en su crecimiento debido probablemente al consumo total del
sustrato carboximetilcelulosa. En esta fase logaritmica la proporcion carbono: nitrogeno (C: N)
probablemente haya sido la mas adecuada, puesto que este es un factor decisivo en la tasa de
aprovechamiento del sustrato®3. Resultado similar se obtuvo anteriormente en el que se evalu¢ la fase
logaritmica de crecimiento de Bacillus sp la cual fue mayor a las 12 horas de crecimiento usando
diferentes concentraciones de carboximetilcelulosa en un birreactor agitado. Asimismo la estimulacion
o inhibicioén del crecimiento y metabolismo de un microorganismo depende de la disponibilidad y
concentracion de nutrientes (carbono y nitrégeno principalmente) y de las condiciones ambientales
adecuadas; sin embargo, con frecuencia la concentracion de fuente de carbono actiia de forma
limitante2s. En conclusion: (i) se aislaron y seleccionaron 3 bacterias celuloliticas (Col 1, C4 y C5) a
partir compost de residuos organicos en agar carboximetilcelulosa 1.0%. y mediante la prueba de Rojo
de Congo, (ii) no hubo diferencia significativa entre los cultivos bacterianos C4 y C5 pero si entre los
cultivos Col 1 y los demas, mediante la prueba estadistica de Tukey y Duncan, (iii) los cultivos
bacterianos, productores de celulasas, seleccionados a partir de compost de residuos organicos fueron
Paenibacillus sp., B. firmus y Bacillus sp. y (iv) los géneros bacterianos celuloliticos seleccionados e
identificados alcanzaron su fase logaritmica media de crecimiento a las 6 horas en caldo
carboximetilcelulosa 0.7 %, pH 6.5 a 37°C. Se recomienda: (i) estandarizar el inoculo de los cultivos
celuloliticos para evaluar el halo neto de hidrélisis sobre agar carboximetilcelulosa, (ii) determinar los
halos de hidrolisis de las bacterias en carboximetilcelulosa a diferentes temperaturas de incubacion, (iii)
filtrar la solucion de rojo de Congo 1% y mantenerlo en frasco ambar, (iv) monitorear y controlar el pH
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del medio de cultivo durante el crecimiento de las bacterias celuloliticas y (v) relacionar el crecimiento
de las bacterias con la produccion de celulasas en escala de laboratorio.
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