Cultivos Tropicales, 2015, vol. 36, no. 1, pp. 7-16

enero-marzo

ISSN impreso: 0258-5936
ISSN digital: 1819-4087

INCA

Ministerio de Educacion Superior. Cuba
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
http://ediciones.inca.edu.cu

AISLAMIENTO Y SELECCION DE BACTERIAS AUTOCTONAS
DE MANABI-ECUADOR CON ACTIVIDAD CELULOLITICA

Isolation and selection of autochthonous bacteria from Manabi-Ecuador
with cellulolytic activity

Angel M. Guzman Cedefio"*, Diego E. Zambrano Pazmifio',
Ruben D. Rivera Femandez', Ana J. Rondén?, Marta Laurencio Silva®

y Manuel Pérez Quintana®

ABSTRACT. The present study aimed to isolate and select
bacteria with cellulolytic capacity, having future application
as inoculum in the fibrous organic waste composting. Five
sampling environments were considered: organic agriculture
(AO), conventional agriculture (AQ), forest (BM); sugarcane
area (RC) and compost piles (AC). For bacterial isolation the
nutrient agar medium was used changing the carbon source
by cellulose. The main selection criterion of the bacterial
isolates was the growth on above medium and its positive
reaction to congo red test, showing clear zones around the
colonies. The 93 bacterial isolates obtained were subjected
to Gram staining, catalase test, presence of endospores and
aerobically growth; having 70 bacteria Bacillus spp. like
characteristics. Their cellulolytic activities were determined
and 30 bacteria produced hydrolysis halo. Eight of these
bacterial isolates were selected according to the largest halo
production (AO-19, AO-28, AO-29, AQ-2, BM-7, RC-2,
RC-6, CR-18) and their growth at different pH (3, 5, 7, 9) and
temperatures (50 and 70 °C) were evaluated. The bacteria
AO-19 showed higher hydrolysis halo with 12,33 mm and
growth stability at different pH and temperature levels, for
which its growth dynamic and amylolytic and pectinolytic
capacity was determined. According to results the bacteria
AO-19 has potential to be used as inoculum in composting.

Key words: Bacillus, bacterial inoculum, composting,
ecological plasticity

RESUMEN. La presente investigacion tuvo como objetivo
aislar y seleccionar bacterias con capacidad celulolitica, que
tengan aplicacién futura como inéculo en el compostaje
de residuos organicos fibrosos. Se consideraron cinco
ambientes de muestreo: agricultura organica (AO);
agricultura convencional (AQ); bosque (BM); area cafiera
(RC) y pilas de compost (AC). Para el aislamiento se us6
el medio agar nutriente modificando la fuente de carbono
por celulosa. El criterio principal de seleccion de los
aislamientos bacterianos fue el crecimiento sobre el medio
antes mencionado y su reaccidn positiva frente a la prueba
de rojo congo, observandose zonas claras alrededor de las
colonias. Se obtuvo 93 aislamientos bacterianos a los que se
les realiz6 tincion de Gram, prueba de catalasa; se observo
presencia de endosporas y crecimiento en aerobiosis;
presentando 70 bacterias caracteristicas similares a Bacillus
spp. A las mismas se le determind actividad celulolitica y se
encontrd que 30 bacterias produjeron halo de hidrdlisis. De
ellas se seleccionaron los ocho aislamientos bacterianos que
produjeron el mayor halo (AO-19; AO-28; AO-29; AQ-2;
BM-7; RC-2; RC-6; RC-18) y se les evaluo su crecimiento
a diferentes pH (3, 5, 7, 9) y temperaturas (50 y 70 °C). La
bacteria AO-19 mostr6é mayor halo de hidrdlisis con 12,33 mm
y estabilidad de crecimiento en los diferentes niveles de pHy
temperatura estudiados; por lo cual se determin6 su dindmica
de crecimiento y capacidad amilolitica y pectinolitica. De
acuerdo a los resultados la bacteria AO-19 posee potencial
para ser usada como inoculo en la elaboracién de compost.

Palabras clave: Bacillus, indculo bacteriano, compostaje,
plasticidad ecolégica
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INTRODUCCION

La disposicion final de los residuos organicos
generados en el mundo representa un problema
que afecta al medio ambiente. En los momentos
actuales se busca reducir la masa de tales residuos
de origen agropecuario, agroindustrial y de botaderos
municipales, mediante la implementacion de métodos
biotecnoldgicos que contribuyan a disminuir su
volumen y a favorecer su reutilizacion como abono
para mejorar las caracteristicas fisica, quimica y
bioldgica de los suelos con aptitud agricola (1, 2).

Entre las opciones de manejo esta el compostaje,
que es un proceso bio-oxidativo, que exige un
condicionante biolégico para su funcionamiento
y, por tanto, estara afectado por factores muy
diversos, que influiran en mayor o menor grado en la
optimizacién de la actividad microbiana. El proceso
implica sustratos organicos heterogéneos en su
composicién y homogéneos en su tamafo. Durante
la transformacion se suceden diferentes etapas, que
concluyen en reacciones de diferente significado, con
produccion de metabolitos intermedios que pueden
resultar fitotéxicos, de ahi la importancia del control de
la maduracion. Finalmente, el proceso de compostaje
conduce a la liberacion de CO,, agua, minerales y
materia organica (MO) mas o menos estabilizada, rica
en poblaciones microbianas utiles y en bioactivadores
de la fisiologia vegetal (3, 4, 5).

En los suelos, la diversidad biolégica funciona
como reciclador de la materia organica, tanto en
la dinamica de circulacién de nutrientes como en
los flujos de energia (6, 7). Sin embargo, no todos
los microorganismos presentes pueden producir
las enzimas extracelulares requeridas para la
degradacion, sobre todo de los materiales fibrosos,
que a su vez no sean afectados por factores fisicos
y quimicos durante el proceso de hidrdlisis, lo cual
incide en los tiempos requeridos para la humificacion
y mineralizacion de los materiales biodegradados
hasta convertirse en compuestos mas simples para
ser absorbidos por las plantas (3, 4).

El mecanismo ampliamente aceptado para
explicar la hidrdlisis enzimatica de la celulosa y
hemicelulosa, componentes principales de las
paredes vegetales (8), involucra la accién conjunta
de un consorcio de enzimas microbianas, de las
cuales la B-1,4 endo-glucanasa (endo-(1_4)-B-D-
glucanohidrolasa), la 3-1,4 exo-celobiohidrolasa y la
-1,4 glucosidasa son las mas importantes (9, 10). Sin
embargo, las actividades hidroliticas son afectadas por
una serie de factores fisicos y quimicos que limitan la
degradacion de la celulosa insoluble (11, 12); es por
ello, que la busqueda de microorganismos con mejores
capacidades celuloliticas, pondria a disposicion
nuevas fuentes biolégicas con actividad celulasa vy,

por tanto, con posibilidad de ser empleadas en el
tratamiento de residuos organicos vegetales para
producir compost.

Los microorganismos degradadores de celulosa
incluyen hongos y bacterias, aerobios y anaerobios,
mesofilos y termofilos, que ocupan una variedad de
habitats. Los suelos son considerados los ambientes
mas diversos desde el punto de vista microbiano enla
Tierra, debido a su gran heterogeneidad fisica, quimica
y biolégica. Por ejemplo, se pueden encontrar hasta
10° bacterias en un gramo de suelo del horizonte A,
con una diversidad de mas de 4 600 genomas distintos,
ya que la abundancia, composicién y la diversidad
de las comunidades microbianas en el suelo estan
fuertemente relacionadas con el nivel de profundidad
(13).

Entre las bacterias celuloliticas se destacan las
de los géneros Cellulosomas sp, Pseudomonas sp.,
Cytophaga sp. y Bacillus sp. (14, 15). Indudablemente
los organismos autdctonos tienen ventaja sobre los
introducidos en que su accion es mas efectiva, ya que
no necesitan adaptarse a las condiciones de clima,
humedad y poblaciones de microorganismos que se
encuentran en la zona donde se les utiliza (9, 10).

En Ecuador, y particularmente en Manabi, se
ofertan indculos importados como aceleradores del
proceso de compostaje. Sin embargo, no se informa
en la etiqueta la procedencia e identificacion, a nivel
de especie, de esos microorganismos y, por tanto,
no es posible referir con especificidad el resultado
de su uso (16). El objetivo de esta investigacion fue
aislar, seleccionar y caracterizar bacterias autoctonas,
de esta localidad, con actividad celulolitica que
tengan potencial para la obtencion de bioproductos
a ser empleados como indculos en la produccion de
compost de calidad.

MATERIALES Y METODOS
RECOLECCION DE MUESTRAS DE SUELO

Esta actividad se desarrollé en una amplia zona de
vida Tropical Subhimeda en la provincia de Manabi-
Ecuador, que registra una temperatura promedio
de 28 °C y alrededor de 800 mm de precipitacion
anual, repartida en un periodo lluvioso de seis meses
(diciembre-mayo).

Los ambientes de muestreo fueron: 1) area de
agricultura organica (AO)-dedicada a la practica
agroecoldgica de policultivos horticolas, incorporacién
constante de material organico al suelo, fresco o
estabilizado, y un valor de alrededor del 4,06 % de MO;
2) area de agricultura convencional (AQ)-en la que se
realizan cultivos intensivos de ciclo corto, empleando
practicas agrondmicas quimico-mecanizadas,
posee suelo de topografia plana, buen drenaje y
1,37 % de MO; 3) bosque artificial (BM)-conformado
principalmente por las especies madereras: caoba,
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guachapeli y roble, de aproximadamente 20 afios de
edad, que ha generado una capa de hojarasca en
el suelo de unos cinco centimetros; tiene asociado
vegetacion espontanea, gramineas de porte bajo
y dicotiledéneas tolerantes a la sombra, el suelo
contiene 4,05 % de MO. Estos tres ambientes sirven de
practica estudiantil y pertenecen al campus politécnico
de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi "Manuel Félix Lépez" (ESPAM-MFL), ubicada
en el cantén Bolivar.

Los otros ambientes son: 4) area de produccion
de cafia de azucar (RC)-de aproximadamente 10 afios
de explotacién en monocultivo, tiene una evidente
acumulaciéon de residuos fibrosos, alta retencion
de humedad y 1,61 % de MO en el suelo; el lugar
pertenece al canton Chone; 5) unidad de produccion
de compost (AC)-ambiente bajo cubierta y piso de
cemento donde se composta grandes volimenes
de residuos organicos empleando maquinaria en la
remocion y volteos de los materiales, el sistema de
compostaje es abierto y existen pilas en diferentes
etapas del proceso, la seleccionada para el muestreo
tenia ocho semanas de duracion y 25,51 % de MO;
esta infraestructura pertenece a la bananera organica
"Nueva Esperanza" ubicada en el canton Tosagua.

De cada ambiente se extrajo una muestra
compuesta de 500 g, a partir de tres sitios de muestreo
a 10 cm de profundidad, escogidos por el habitat
favorable al nicho ecoldgico de los microorganismos
celuloliticos (15, 17).

AISLAMIENTO Y SELECCION PRELIMINAR
DE LAS BACTERIAS DE LOS DIFERENTES AMBIENTES

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio
de Biologia Molecular de la ESPAM "MFL". Para el
aislamiento se tomé 1 g de sustrato de las muestras
colectadas en cada uno de los ambientes y se siguio la
metodologia de las diluciones seriadas (18). Se utilizo
el medio agar nutriente modificado (19) que contenia
peptona 0,6 %, extracto de levadura 0,2 %, cloruro de
sodio 0,5 %, celulosa amorfa (Himedia) 1,5 % y agar
1,5 %. El pH fue ajustado a 7,3. Se hicieron diluciones
(1:10) hasta 10y se sembraron por triplicado las
diluciones, desde 10+ hasta 10%. Posteriormente, se
incubaron por 24 horas a 372 °C. Se seleccionaron
todas las colonias con caracteristicas morfologicas
diferentes y se sembraron en tubos con agar nutriente
para su conservacion y posterior uso.

A todas las bacterias aisladas se les realiz6 la
tincion de Gram, prueba de la catalasa, crecimiento
en aerobiosis (20) y tincion de endosporas (21). Se
seleccionaron aquellas que resultaron bacilos Gram
positivos, con presencia de endosporas, catalasa
positiva y crecieron en condiciones de aerobiosis.

DETERMINACION CUALITATIVA DE LA CAPACIDAD
CELULOLITICA

Los aislamientos bacterianos seleccionados se
inocularon en puncién en placas con agar nutriente
suplementado con Carboximetilcelulosa (CMC), 1 %
(p/v). Dicho medio estaba compuesto por CMC 1,0 %,
extracto de levadura 0,25 %, peptona 0,25 %, sulfato
de amonio 0,05 %, cloruro de calcio 0,05 %, fosfato
monobasico de potasio 0,01 %, fosfato dibasico de
potasio 0,01 % y agar 1,5 %; el pH del medio fue
ajustado a 7,0 y se incubd a 37 °C por 72 horas.
Culminado el tiempo de incubacidn se reveld la
degradacion de CMC cubriendo el medio con solucion
de rojo congo 1,0 % (p/v). El colorante se dejo actuar
por 15 minutos, se retird el exceso y se lavé dos veces
con solucion de cloruro de sodio 2 mol L, dejando en
reposo durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo
se determind la actividad celulolitica por la presencia
de zonas claras (halos) manifestado por la hidrdlisis
de la celulosa, cuyo didmetro fue medido en milimetros
(22, 23).

CAPACIDAD DE CRECIMIENTO DE LOS AISLAMIENTOS
BACTERIANOS DEGRADADORES DE CMC

Para evaluar la capacidad de crecimiento, se
refrescaron los aislamientos bacterianos, inoculando
una azada de cada muestra en 25 mL de caldo
nutriente, este medio estaba compuesto de peptona
1,0 %, extracto de levadura 1,0 %, cloruro de sodio 0,5 %,
ajustado el pH a 7,3. Se incubo por 24 horas a una
temperatura de 37 °C; de esta suspension se tomaron
5 mL que se adicionaron a 50 mL de caldo nutriente,
de donde se extrajo una muestra para evaluar en el
espectrofotometro (Jenway 6305) la densidad optica
a una longitud de onda de 660 nm, a las 24 horas.

CAPACIDAD DE CRECIMIENTO A DISTINTOS VALORES
DE PH Y TEMPERATURA DE LOS AISLAMIENTOS
BACTERIANOS CON CAPACIDAD CELULOLITICA

Se seleccionaron las bacterias que produjeron
el mayor halo de hidrdlisis de celulosa, como criterio
primario de seleccién, y se evalud la dinamica de
crecimiento a diferentes pH y temperaturas:

pH

Las bacterias seleccionadas se cultivaron en
caldo nutriente con pH 7,3, se incubaron a 37 °C por
18 horas y una agitacion de 130 rpm en la zaranda
(24). De cada cultivo se tomé 5 mL con 10" UFC.mL"*
y se inoculé en erlenmeyers de 125 mL de capacidad
efectiva y 45 mL de caldo nutriente. El pH del medio
en los erlenmeyers fue ajustado previamente a 3-5-7-9
con HCI 0,1 N (25).
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Todas las muestras fueron incubadas a 37 °C por
24 horas. Simultdneamente, se conformo el control en
caldo nutriente a pH 7,3 bajo las mismas condiciones
de los tratamientos. Se realizaron tres repeticiones
por cultivo.

En el momento de la inoculacién, a las horas cero
y 24, se realiz6 el conteo de células viables mediante
diluciones seriadas en solucion salina estéril, se
sembraron por triplicado las diluciones entre 10°y 10"
en placas con agar nutriente. Se realizé la incubacion
a 37 °C por 24 horas. El porcentaje de sobrevivencia
se calculd por la ecuacién de Kociubinski (26).

% R pH=[(UFC mL"alas 24 h) ., x 100]/
(UFC mL"" a la hora cero) . 74

Se repitié la misma férmula para cada uno de los pH
estudiados. Se tomé como criterio de seleccion un
porcentaje de crecimiento de las bacterias mayor o
igual al 50 %, a las 24 horas de incubacion.

TEMPERATURA

Los aislamientos bacterianos se cultivaron en
caldo nutriente con pH 7,3 e incubaron a 37 °C por
18 horas, en condiciones de zaranda a 130 rpm de
agitacion (23). De cada cultivo se tomaron 5 mL con
10" UFC mL" y se inocularon en erlenmeyer de
125 mL de capacidad efectiva con 45 mL de caldo
nutriente pH 7,3 y se incubaron a 50 y 70 °C por
24 horas. Posteriormente, se realiz6é el conteo de
células viables mediante la técnica de las diluciones
seriadas (18) en solucion salina estéril, se sembraron
por triplicado las diluciones entre 10° hasta 10" en
placas con agar nutriente.

CARACTERIZACION DE LA BACTERIA SELECCIONADA

Al aislamiento bacteriano que resulté con mejores
valores en los parametros anteriormente descritos se
le realiz6 la siguiente caracterizacion:

CRECIMIENTO

Se realizé una dinamica de crecimiento a las
horas 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24, a partir de cultivo
fresco en cufias de agar nutriente que se inoculé en
caldo nutriente (1:10) en erlenmeyers de 100 mL de
capacidad que contenian 50 mL de medio, los mismos
se incubaron en zaranda termostatada a 37 °C y
130 rpm de agitacion (24). En los tiempos indicados
se retiraron los erlenmeyers para realizar el conteo de
células viables mediante la técnica de las diluciones
seriadas en solucién salina estéril, se sembraron por
triplicado las diluciones entre 10° y 10" en placas
con agar nutriente. Se realizé la incubacion a 37 °C
por 24 horas.

10

ACTIVIDAD AMILOLITICA Y PECTINOLITICA

Para la determinacién de la actividad amilolitica,
la bacteria seleccionada se inocul6 en placas con agar
nutriente-almidén al 1,0 % (p/v) (27). Este medio de
cultivo se modificé con una composicion a base de
almidén soluble 1,0 %, extracto de levadura 0,25 %,
peptona 0,25 %, sulfato de amonio 0,05 %, cloruro de
calcio 0,05 %, fosfato monobasico de potasio 0,01 %,
fosfato dibasico de potasio 0,01 % y agar 1,5 %. El
pH se ajustd a 7,0 y se incubd a 37 °C por 72 horas.
La degradacién se revel6 utilizando una solucion de
lugol al 0,50 % (p/v), durante dos minutos, hasta cubrir
el medio para una mejor observacion del halo de
digestion. Como control negativo se utilizé una placa
de agar nutriente con almidén al 0,2 % (p/v) sin inocular
y como control positivo de degradacion se utilizé una
cepa de Bacillus cereus ATCC-14579 (28, 29).

Para la determinacion de la actividad pectinolitica,
la cepa seleccionada se inoculd en agar pectina al
1,0 % (p/v) (27). Este medio de cultivo se modificd
con una composicion a base de pectina soluble
1,0 %, sulfato de amonio 0,05 %, cloruro de calcio
0,05 %, fosfato monobasico de potasio 0,01 %, fosfato
dibasico de potasio 0,01 % y agar 1,50 %. El pH se
ajustdé a 7,0 y se incubd a 37 °C por 72 horas. La
actividad pectinolitica se determiné por la presencia
de zonas de aclaramiento alrededor de las colonias,
a causa de la hidrdlisis de la pectina, revelado con
lugol; como control positivo de degradacién se utilizé
una cepa de Bacillus cereus ATCC-14579 (28, 29).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos se utilizo el sistema
INFOSTAT Version 1 (30). Los analisis de varianza se
realizaron para determinar diferencias significativas
entre las variantes. La prueba de Tukey se usé
para realizar las comparaciones multiples entre las
medias. Los conteos de microorganismos viables se
transformaron a Log N, para garantizar las condiciones
de normalidad en la curva de crecimiento. Para el
analisis, se aplico la férmula (K+N)*10x, donde K es la
constante que representa el logaritmo de la dilucién en
la cual se inoculé el microorganismo; N es el logaritmo
del nimero de UFC determinado y x es la dilucion a
la cual se efectud la inoculacion. Cuando el conteo
fue igual a cero se sumé una constante (x + 0,375).

RESULTADOS Y DISCUSION

AISLAMIENTO Y SELECCION PRELIMINAR DE LAS
BACTERIAS DE LOS DIFERENTES AMBIENTES

Se aislaron un total de 93 bacterias (Tabla I).
En cuanto al sitio de muestreo el area cafiera (RC)
resultdé ser un buen habitat para las bacterias de
interés, probablemente porque el depdsito de residuos
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fibrosos favorece la presencia de microorganismos
con capacidad celulolitica. En tal sentido, se menciona
que es indispensable considerar el tipo de muestra y
zonas de muestreos, como una condicién importante
para lograr aislar bacterias con altas posibilidades
degradativas de residuos celuloliticos (31).

Del area organica (AO) se obtuvo el segundo
mejor porcentaje de aislamientos bacterianos, lo cual
podria ser favorecido por la incorporacién de abonos
organicos y practicas de conservacion que se realizan
como parte del manejo ecoldgico del suelo (6, 7). Un
comportamiento similar se observé en el ambiente
bosque (BM), donde se obtuvo un nimero considerable
de aislamientos bacterianos. Este resultado guarda
relaciéon con el alto numero de bacterias reportadas
en estudios de dinamica poblacional llevados a cabo
en suelos de areas boscosas tropicales, con elevado
contenido de materia organica fibrosa en diferentes
grados de descomposicioén (15, 16, 32).

En el area convencional (AQ) se obtuvo el menor
numero de aislamientos bacterianos, posiblemente
las labores quimico-mecanizadas que se estan
realizando al suelo influyan en el bajo nivel de materia
organicay, por ende, en la dinamica poblacional de los
microorganismos descomponedores (33, 34).

Igualmente, en el compost (AC) se encontré un
numero de aislamientos bacterianos similar al area
convencional, a pesar del alto contenido en materia
organica del compost. Lo cual se pudiera explicar
porque la muestra de compost tomada parece ser
de una pila en fase avanzada de estabilizacion y
madurez del proceso de compostaje, donde disminuye
la actividad biodegradadora de la celulosa y los
microorganismos responsables de esta funcion (4, 35).

De los 93 aislamientos bacterianos 70
resultaron bacilos Gram-positivos, catalasa positiva,
formadoras de endosporas y crecieron en aerobiosis.
Estas caracteristicas se relacionan con bacterias
pertenecientes al género Bacillus; segun el método
clasico de identificacion de microorganismos que
utiliza como criterio de diferenciacion los caracteres
fenotipicos, morfoldgicos y fisiolégicos (21, 36).
La observaciéon de la morfologia y esporulacién, la
respuesta a la tincion de Gram y algunas pruebas
bioquimicas permiten, en el caso de Bacillus spp.,
ubicarlos dentro de su género (37).

DETERMINACION CUALITATIVA DE LA CAPACIDAD
CELULOLITICA Y CRECIMIENTO MICROBIANO

En la Tabla I se muestran los 30 aislamientos
bacterianos que tuvieron respuesta positiva en
cuanto a la capacidad celulolitica. El 57 % de estas
bacterias pertenecen al area cariera; del area organica
y convencional se obtuvo el 13 %; el restante 17 %
corresponde al ambiente bosque. Los aislamientos
bacterianos del compost no mostraron actividad
celulolitica alguna, lo cual tiene concordancia con
otros estudios donde se obtuvo un numero reducido
de bacterias con capacidad celulolitica al emplear
agar CMC para el aislamiento a partir del compostaje
avanzado de residuos provenientes de cultivos de
Stevia rebaudiana y diferentes sustratos naturales
de sabanas en pastoreo y de bosques de sabana
inundable tropical (22, 38).

En términos generales, los aislamientos
bacterianos mostraron un comportamiento diferencial
en las dos variables evaluadas. La bacteria AO-19
presenté el mayor halo de degradacioén de la celulosa
con 12,33 mm, siendo estadisticamente diferente al
resto de los aislamientos bacterianos, ademas de
presentar un elevado crecimiento en el medio aunque
sin diferencias respecto a algunas de las bacterias
analizadas.

Los aislamientos bacterianos que se ubicaron
en las dos primeras categorias estadisticas en la
variable halo de hidrdlisis (AO-19; AO-28; AO-29;
AQ-2; BM-7; RC-2; RC-6; RC-18) fueron seleccionados
para evaluar capacidad de crecimiento a diferentes
niveles de pH y temperatura, ya que son dos factores
ambientales muy importantes que se presentan, con
diferentes valores, durante las fases del proceso de
compostaje de los residuos organicos (3, 4). Los
restantes 22 aislamientos bacterianos comparten la
tercera categoria estadistica al obtener promedios
de halo de hidrdlisis por debajo de 3 mm, estos
resultados de degradacion de la celulosa coinciden
con los obtenidos en otros estudios que no superaron
el valor mencionado anteriormente y por lo cual fueron
descartados como posibles inéculos (22, 39).

Tabla I. Bacterias aisladas en los diferentes ambientes.

Ambientes Numero de bacterias %

Agricultura organica
Agricultura convencional
Bosque

Area cafiera

Pila compost

Total

26 28,0
7 75
12 13,0
41 44,0
7 7,5
93 100

11
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Tabla Il. Actividad celulolitica por halo de hidrélisis y crecimiento microbiano.

Ambientes Aislamiento microbiano Halo de hidrolisis Crecimiento (24 horas)
(mm) DS + DO (660 nm) DS +
Area organica AO-19 12,33 a 0,76 9,63 abc 0,15
AO-28 3,42 be 2,98 9,42 abcde 0,13
AO-29 3,42 be 2,25 9,23 bedef 0,04
AO-30 2,83 ¢ 2,36 9,13 cdef 0,12
Area convencional AQ-2 3,23 be 1,08 9,71 abc 0,05
AQ-3 1,33 ¢ 0,58 9,90 a 0,07
AQ-4 1,67 ¢ 1,53 9,16 cdef 0,11
AQ-8 2,37 ¢ 0,51 9,58 abcd 0,03
Bosque BM-1 1,17 ¢ 1,26 991 a 0,03
BM-5 2,50 ¢ 1,37 9,97 a 0,02
BM-7 3,50 be 1,09 8,79 fgh 0,17
BM-10 2,33 ¢ 2,10 9,52 abed 0,14
BM-11 1,50 ¢ 0,87 9,42 abcde 0,13
Area Cafiera RC-1 2,33 ¢ 0,29 8,97 defg 0,08
RC-2 4,73 be 2,11 9,90 a 0,03
RC-3 2,33 ¢ 0,29 9,57 abed 0,05
RC-4 1,83 ¢ 1,61 9,94 a 0,05
RC-5 1,33 ¢ 1,15 8,68 fghi 0,15
RC-6 7,50 b 2,00 9,98 a 0,01
RC-7 2,83 ¢ 0,29 9,15 cdef 0,11
RC-8 2,17 ¢ 1,26 8,151 0,04
RC-9 2,33 ¢ 0,29 8,171 0,07
RC-10 2,17 ¢ 0,29 8,41 ghi 0,08
RC-11 2,00 ¢ 1,00 9,81 ab 0,24
RC-12 2,17 ¢ 1,89 8,24 hi 0,16
RC-13 2,33 ¢ 0,29 9,90 a 0,02
RC-15 2,33 ¢ 0,29 8,35 efg 0,89
RC-16 2,67 ¢ 0,29 8,48 ghi 0,06
RC-18 3,50 bc 0,87 9,60 abc 0,11
RC-23 1,17 ¢ 1,26 9,91 abc 0,07
Control positivo Bacillus cereus
ATCC-14579 4,92 1,94 8,80 0,15
Probabilidad <0,0001 <0,0001
EE 0,79 0,11

EE: error estandar DS: desviacion estandar

EFecTo DEL PH DEL MEDIO DE CULTIVO SOBRE
LA CAPACIDAD DE CRECIMIENTO DE LOS AISLAMIENTOS
BACTERIANOS SELECCIONADOS

El crecimiento de los aislamientos bacterianos
seleccionados se presenta en la Tabla Ill. Se puede
apreciar que el aislamiento AO-19 tuvo el mayor
crecimiento en los diferentes valores de pH del medio
de cultivo, alcanzando un porcentaje de resistencia
promedio del 77,5 %, convirtiéndose en la bacteria
con mayor plasticidad ecoldgica; se confirma, ademas,
que los niveles de pH neutro y alcalino del medio de
cultivo son los dptimos para el crecimiento bacteriano
del género Bacillus (14, 15, 25). Se debe resaltar que
todas las bacterias crecieron en pH acidos, lo cual
coincide con otros estudios realizados a 43 Bacillus
spp., donde se observo que el 100 % de las cepas
evaluadas crecieron a pH 4, 5y 6 (33).

12

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION
SOBRE EL CRECIMIENTO DE LOS AISLAMIENTOS
BACTERIANOS SELECCIONADOS

En la Tabla IV se muestran los resultados de
crecimiento de las bacterias, observandose que
el aislamiento AO-19 estuvo entre las de mayor
crecimiento en los dos niveles de temperatura
estudiados. Esta es una condicion muy importante
a considerar en los in6culos microbianos porque
durante el compostaje se producen altas temperaturas,
lo cual es un indicador de la actividad microbiana
en la transformacién de la materia organica, sobre
todo durante la etapa termdfila donde tiene lugar la
descomposicién de los compuestos fibrosos (9, 10, 17).
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Tabla lll. Porcentaje de resistencia de los aislamientos bacterianos a diferentes valores de pH.

Aislamientos bacterianos %R pH 3 DS %R pH'S DS %R pH7 DS %R pH 9 DS
AO-19 60,0 a 0,82 68,0 a 1,63 92,7a 2,05 90,0 a 0,82
AO-28 32,0cde 1,63 437 ¢ 1,24 62,0b 2,16 59,3b 1,25
AO-29 25,0 e 3,26 52,7b 1,70 53,0c 2,16 49,3d 2,49
AQ-2 323cd 2,05 40,0 cd 1,63 57,7 be 1,25 53,3 dc 1,24
BM-7 31,0 de 1,63 330de 245 63,0b 2,45 57,0 be 1,63
RC-2 39,0 be 1,63 53,0b 2,45 88,0a 1,63 85,0a 1,63
RC-6 46,0 b 2,45 56,0 b 3,68 90,0 a 0,81 88.0a 1,63
RC-18 29,0de 245 30,0 e 1,63 59,0bc 245 55,0 be 1,63
Probabilidad <0,001 <0,001 <0,0001 <0,001
EE 1,49 1,54 1,38 1,14
R: resistencia EE: error estandar DS: desviacion estandar
Tabla IV. Crecimiento de los aislamientos bacterianos a diferentes temperaturas.
. . . 50 °C 70 °C
Aislamientos bacterianos Ln UFC mL! DS Ln UFC mL! DS
AO-19 229 a 1,63 21,7 a 0,72
AO-28 19,5 ab 0,73 17,2 abc 1,33
AO-29 21,5 ab 0,69 19,2 ab 0,59
AQ-2 13,7 be 0,83 17,1d 1,40
BM -7 18,8 ab 1,59 15,6 bed 1,76
RC-2 18,7 ab 1,32 18,8 ab 1,60
RC-6 16,5 abc 4,90 11,8 cd 3,27
RC-18 8,7¢ 1,79 3.0e 1,18
Probabilidad <0,0011 <0,001
EE 1,79 1,18

EE: error estandar

CARACTERIZACION DE LA BACTERIA AO-19

Los resultados senalan a la bacteria AO-19 como
la mas promisoria en los aspectos evaluados, sobre
todo en lo relacionado al principal criterio de seleccién
que es la degradacién de la celulosa (Figura 1), por lo
que se procedi6 a su caracterizacién en los siguientes
aspectos:

DINAMICA DE CRECIMIENTO DEL AISLAMIENTO
BACTERIANO AO-19

En la Figura 2 se muestra la curva de crecimiento
de la bacteria promisoria AO-19. En las primeras horas
comienza el crecimiento del cultivo que se mantiene
en fase logaritmica hasta las 18 horas. A partir de este
momento se inicia la fase estacionaria, hasta la hora
24, donde las células dejan de multiplicarse por la
disminucion de nutrientes y el aumento de sustancias
toxicas en el medio (36, 40).

DS: desviacion estandar

Foto del autor

Figura 1. Imagen del halo de hidrélisis de la
carboximetilcelulosa (CMC) por la
bacteria AO-19 en agar nutriente,
que se manifiesta como una zona de
aclaramiento alrededor de la bacteria.
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28
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22
20
18
16
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12 16

Tiempo (horas)

20 24

Las barras representan la desviacion estandar

Figura 2. Curva de crecimiento de la bacteria AO-19
a 37 °C en caldo nutriente.

ACTIVIDAD AMILOLITICA Y PECTINOLITICA
DEL AISLAMIENTO BACTERIANO AO-19

En la Tabla V se presentan los valores del halo
de hidrdlisis que indican la capacidad amilolitica y
pectinolitica de la bacteria AO-19, alcanzando 8,08 mmy
1,7 mm, respectivamente; lo cual se encuentra dentro
de los intervalos de 1,5 a 15,0 mm reportados en
otros estudios (5, 41). El aislamiento AO-19 supera
en capacidad amilolitica al control positivo y obtuvo un
didmetro de halo muy similar en el caso de la pectina.
Estas cualidades son muy importantes al momento de
decidir los tipos de bacterias a inocular en procesos
de compostaje, dada la variable composicién quimica
de los residuos organicos (14, 15).

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones climaticas de Manabi-
Ecuador, los suelos dedicados a la produccion de
cafia de azucar tienen una alta carga microbiana
de bacterias celuloliticas. Sin embargo, del suelo
donde se practica agricultura organica se obtuvo el
aislamiento bacteriano AO-19 con mayor capacidad
de degradacion de la celulosa y mejor crecimiento
a diferentes niveles de pH y temperatura, que son
caracteristicas deseables y necesarias en los indculos
del compostaje, por lo que se recomienda su utilizacion
para este fin.
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