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RESUMEN 

 
El aumento de efectos adversos causados por residuos orgánicos y su mala distribución, 

hace que se cuestione cada vez más, que alternativas podrían solucionar de manera rápida, 

rentable y eficiente este problema. Un organismo importante es la lombriz de tierra, Eisenia 

foetida, considerada como uno de los organismos más factibles para la trasformación de 

dichos residuos. Es la microbiota de la lombriz de tierra que realizaría gran parte del proceso 

catalítico sobre los residuos vegetales, haciendo posible su trasformación en humus 

(humificación), donde existe la interacción 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 catalítica sobre residuos vegetales con diferentes proporciones C/N. 

Primero se prepararó a la lombriz, colocándola 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 dilución 10-3; 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 realizó prueba morfológica (Tinción gram), y bioquímica (Rojo 

congo 1%), con la finalidad de ir seleccionando las bacterias para el proceso fermentativo 

de su actividad catalítica. El aislamiento F1 mostró mayor capacidad celulolítica al producir 

un halo (hidrólisis en CMC) con una amplitud de 1,5 cm; así también, se tomaron en cuenta 

T2 y V2, pues, aunque no hubo formación 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 degradación 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 relación entre el producto 

obtenido y el sustrato consumido, usualmente referidos a la fuente de carbono y energía. 

Obteniedose un rendimiento similar para los 3 residuos vegetales, y en cuanto al rendimiento 

de biomasa, se obsevó un valor mayor en en el residuo de frutas.  

Se identificó molecularmente cada aislamiento (T2, F1 y V2) por la amplificación 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 

question, 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 10-3, 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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INTRODUCCIÓN 

 
 

Se realizó el presente trabajo de investigación, por la frecuente suma de residuos 

orgánicos 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 Pública. Ante esto, contamos con la llamada “máquina biológica”, 

representada por los organismos. En el caso de esta investigación, es la lombriz de tierra 

(Eisenia foetida) y gran parte de su microbiota, capaces de trabajar y transformar 

componentes propios de los residuos orgánicos, convirtiéndolos en productos para diferentes 

aplicaciones, resaltando en área agrícola. 

Los residuos orgánicos son aquellos que poseen la cualidad de poder desintegrarse o 

degradarse rápidamente, convirtiéndose en otro tipo de materia orgánica. La degradación de 

sustancias orgánicas son parte de los residuos domésticos, se descompone biológicamente 

bajo condiciones controladas (Bonmatí, 2008). Existen diferentes tipos de tratamiento, el cual 

modifica las características físico-químicas y biológicas de cualquier residuo y de este modo 

se eliminen sus nocivas propiedades; así también reduzca su volumen o simplemente se haga 

susceptible de recuperación (Pineda, 2006). La selección 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 económicas y 

energéticas. 

De estos factores, una adecuada técnica de tratamiento, es Lombricultura que tiene 

como proceso: la adsorción por carbono con el tipo de estado sólido. Entonces, con esta 

técnica, la degradación de los residuos sólidos orgánicos domésticos (RSOD), tiene la 

disposición de la materia en conjunto con un organismo capaz de procesar y/o transformar los 

residuos en abono orgánico (humus), comúnmente el humus es generado a partir de la 

bioconversión de los residuos orgánicos 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 & Ordoñez, 2009) 
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El material biológico es Eisenia foetida, un organismo ideal para este proceso, la cual 

excreta aproximadamente 60% de lo que ingiere de la materia orgánica descompuesta; por 

ello, se tiene en cuenta las características biológicas de la lombriz y las condiciones 

ambientales óptimas para su desarrollo; por ejemplo, la temperatura deberá oscilar entre los 

12 °C y 25 °C; el pH del sustrato se debe estabilizar entorno a la neutralidad (6.8 – 7.2) (Díaz, 

2002). 

En la lombriz, el proceso de digestión inicia en la cavidad bucal y termina en el intestino 

donde grupos de microorganismos, por acción enzimática hace que la materia orgánica se 

degrade, lo cual está 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 excreción 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 más 

rápida y fácil su asimilación como fuente de carbono.  (Aburto & García, 2013) 

Una investigación que se realizó en Korea, consitió 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 aeróbicas o anaeróbicas. Por ello, identificaron 39 

bacterias, realizando la amplificación en cadena  de polimerasa (PCR)  (Gaggero & Ordoñez, 

2009), como resultado de esta identificación fueron las bacterias Aeromonas sp.  y Bacillus 

sp., siendo dominantes en alimentos, tractos intestinales y desarrollo de las lombrices de 

tierra. Entonces esta investigación es una buena alternativa, afirmando que, en el tracto 

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

Así mismo, habitan otras bacterias dentro del intestino de Eisenia foetida que son 

productoras de celulasas; por ejemplo, en esta investigación de los autores (Ramirez et al., 

2013), se encontró 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 determinó la actividad endoglucanasa del caldo de cultivo durante el 

crecimiento Actinomicetos midiendo la liberación de azúcar reductor a partir de celulosa 

carboxilo metilo (CMC), medio de sales minerales. 
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El azúcar reductor que se ensayó fue por el método del ácido salicílico di-nitro (DNS), 

utilizando glucosa como el estándar de azúcar. La producción de la enzima celulasa era baja 

a 37 °C, y a 50 °C se observó una producción óptima, con pH de 6,5 a 7,0 (Sam et al., 2011). 

 

En el Perú, la Universidad Nacional Mayor De San Marcos, Facultad de Ciencias 

Biológicas, aislaron y selecionaron bacterias celulolíticas de las fuentes termales ubicados en 

el callejón de Huaylas, Ancash - Perú. Este aislamiento se obtuvo de muestras frescas, 

enriquecido con medio basal salino (MBS), con pH de 6,5 a 50 °C, se realizó la selección 

mediante la coloración con rojo congo sobre placas, con medio carboximetil celulosa (CMC) 

(ANEXO II). Se analizó el gen 16s rDNA para su identificación taxonómica. Se aislaron 62 

bacterias, de las cuales 29 mostraron halos de hidrólisis en CMC, y mediante el análisis del 

gen 16S rDNA, se encontró 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 producción de un consorcio microbiano, destinando su uso 

en conjunto a la optimización o mejoramiento del proceso industrial a gran escala de la 

tranformación de residuos organicos tales como residuos vegetales, contribuyendo así 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 incógnita: ¿Cuáles son 

las bacterias productoras de celulasas aisladas, caracterizadas e identificadas 

molecularmente que existen en el intestino de lombriz de tierra que tienen alta actividad 

catalítica sobre residuos vegetales con diferente proporción C/N? 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

Aislar, caracterizar e identificar molecularmente bacterias productoras de celulasas del 

intestino de Eisenia foetida (lombriz de tierra) y su actividad catalítica sobre residuos 

vegetales con diferente proporción C/N. 

 

Objetivos Específicos 

 

 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 reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). 

 Determinar proporción de carbono en relación al nitrógeno para cada residuo vegetal, 

al inicio del proceso. 

 Cuantificar la actividad catalítica de las bacterias seleccionadas sobre el sustrato de 

celulosa, y residuos vegetales por determinación de azúcares reductores. 

 Determinar la celulosa, en base al rendimiento de biomasa y producto por consumo 

de sustrato. 

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

tubérculos. 

 

 
HIPÓTESIS ESTADÍSTICA 
 

 

    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 contaminación que afecte al medio ambiente. La mayoría de estas bacterias 

pertenecen al género Bacillus, aisladas a partir del intestino de Eisenia foetida 

(lombriz de tierra). 

 

    H0: La mayoría 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 TEÓRICO 

Enzimas celulasas 

La celulosa es el carbohidrato más abundante, forma el 40 al 60 % de la pared celular 

de las plantas (Dongowski et al., 2002). Las microfibrillas de celulosa están estabilizadas 

por enlaces de hidrógeno intra e intermoleculares y rodeadas por polisacáridos 

hemicelulolíticos (mano y xilano), los cuales hacen extremadamente resistente a la 

hidrólisis química y biológica (Meherbe et al., 2002). Los microorganismos son capaces de 

hidrolizar estos enlaces, con su complejo sistema de enzimas denominadas celulasas 

(Ovando et al., 2005). Éstas enzimas son producidas por gran variedad de 

microorganismos de los cuales destacan bacterias y hongos, entre estas bacterias están 

las celulolíticas aerobias más 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 depolimerización de los componentes orgánicos de diferentes residuos. 

Las más importantes entre estas enzimas son las celulasas, lipasas, fosfatasas, 

hemicelulasas y proteasas. Cuando las enzimas que producen los microorganismos son 

extracelulares pueden ser potencialmente útiles en la degradación de diferentes sustratos. 

Estas enzimas extracelulares, con respecto a las intracelulares tienen ventajas, porque 

para ser extraídas no necesitan técnicas de ruptura, presentan una estructura más 

compacta y son menos susceptibles a la degradación. Tales enzimas hidrolizan moléculas 

grandes como celulosa, pectina, almidón, hemicelulosa, lípidos, proteínas y ácidos 

nucleicos, que los microorganismos asimilan como fuente de energía y carbono (Cruz et 

al., 2009). 

Eisenia foetida 
 

Actualmente, los sectores productivos generan grandes cantidades de residuos 

orgánicos, como las excretas de animales, los residuos agrícolas, residuos industriales, 

residuos humanos y lodos residuales. En algunos casos, estos residuos orgánicos tienen 

alguna aplicación, pero en la mayoría de ellos no son reutilizados, sino simplemente 

arrojados a los basureros, ríos, lagos y océanos sin ningún previo tratamiento; esto genera 

al ambiente un impacto negativo (López Méndez et al., 2013). Para el tratamiento de 

desechos orgánicos, una de las opciones que existen es la lombricultura (también llamada 

vermicultura). Consiste esta técnica en la elaboración de abono orgánico a través de la 
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utilización de varias especies de lombrices, de las cuales la más 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 orgánico, en un producto final denominado genéricamente como lombricompost; 

el cual, es utilizado en la agricultura. Los abonos orgánicos contribuyen a la solución del 

problema sobre contaminación del ambiente, pues mejoran las propiedades químicas del 

suelo, propiedades físicas y biológicas (Durán & Henríquez, 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 población de microorganismos por la gran cantidad que consumen de estos 

a partir del suelo; es decir, conduce a la proliferación de microorganismos en el tracto 

digestivo (Byzov & Khomyyakov, 2007).  

 
Proporción C/N en residuos vegetales 

 
Para los microorganismos el carbono es una fuente de energía y el nitrógeno es un 

elemento necesario para la síntesis proteica. Una relación adecuada entre estos dos 

nutrientes en cuanto al sustrato, favorecerá un buen crecimiento y reproducción de 

microorganismos. La proporción C/N óptima suministrada; es decir, material "crudo o 

fresco" a compostar, es de 25 unidades de carbono por una unidad de nitrógeno, es decir 

C (25) / N (1) = 25. En términos generales, una relación C/N inicial de 20 a 30 se considera 

como adecuada para iniciar un proceso de compostaje. Si la proporcion C/N está en el 

orden de 10 nos indica que el material tiene relativamente más Nitrógeno. Si la relación es 

de por ejemplo 40, manifiesta que el material tiene relativamente más Carbono. Según 

datos obtenidos por el Lic. Miguel Ángel Pravia, la relación C/N de residuos frutales fue de 

30/1 (Pravia, 2012). 

 

Bacterias celulolíticas 
 

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen bacterias y hongos; siendo, 

aerobios, anaerobios, termófilos y mesófilos que ocupan diversos hábitats; entre las 

bacterias más diversas y conocidas son las aerobias dentro de las cuales son: Cytophaga 

sp., Vibrio sp., Bacillus sp., Cellulomonas sp., Pseudomonas sp. y Thermobifida sp. 

Además, 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 óptimo para la actividad de celulasas 
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producidas por bacterias abarca un amplio rango; el cual, incluye condiciones ácidas y 

alcalinas (Gaitan et al., 2007). La morfología 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 catalítica 
 

La presencia de una enzima es determinada por la medida de la reacción que 

cataliza, pudiéndose estimar la cantidad de enzima por la velocidad de reacción. Además, 

la caracterización de una enzima implica la determinación de su actividad en diferentes 

condiciones. Por esto, la medida de actividad enzimática es de importancia para la 

investigación. 

Tabla 1. Bacterias celulolítica con alta actividad. 
 

 

Microorganismo 
Actividad 
específica 

(μmol.min-

1.mg-1) 

pH 
óptim
o 

Bacillus subtilis 
Clostridium 

thermocellum 
Streptomyces murinus 

Bacillus macerans 
Bacillus sp 

514,0 
428,0 
6,7 

5030,0 
369,6 

5-7 
7 
6 

6 
9 

 

Fuente: (Howard et al., 2003) 
 
 

La acción enzimática es el factor más importante en el proceso de degradación 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 hidrolizarán hidrolizando en 

productos que puedan ser usados como fuente de energía y carbono (Barrera et  al., 2009), 

estas enzimas confieren la posibilidad de degradar las fibras de celulosa principalmente 

por dos sistemas enzimáticos llamados agregativos y no agregativos (Marín, 2007). 

 

 

 

 

 



8  

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

I. Construcción del hábitat. 

 

Lugar: Las cajas con estructuras de Tecnopor con poros de 2 cm (laterales y tapa) lo 

que favoreció la aireación, el modelo que se siguió es “Can-O- worms”, Grupo 

de Acción para el Medio Ambiente (GRAMA, 2007), se observa en la Figura 

12 c – ANEXO II, se colocó en un soporte de madera y se cubrió la superficie 

de la caja con material de plástico amarillo, el color amarillo evitó las 

radicaciones directas (GRAMA, 2007) y la entrada de insectos. 

Siembra: La cama en donde se consignó, es tierra arcillosa, conseguida en la 

Agropecuaria “Agro Tokape”. De acuerdo a su volumen (0,005 m3), se 

necesitó 20 000 lombrices por m2 (pero, se obtuvo de área total 0,2 m2, lo cual 

se necesitó 4 000 lombrices con peso de 20 g) (Chicaiza, 2007). (Figura 11, 

12a y 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 días, dependiendo de la cantidad de residuo 

(verduras, tubérculos y frutas) que fue degradando (Figura 12b) – ANEXO II. 

II. Preparación de materia prima 

 
Se estableció el lugar donde se extrajo dicha materia orgáncia (verduras, tubérculos 

y frutas); para esto, se escogieron casas en la urbanización Nicolás Garatea, distrito 

Nuevo Chimbote, departamento de Ancash.  

Dicha recolección fue respecto a su naturaleza (residuos vegetales), se realizó 

después de 24 h expuesta a temperatura ambiente para obtener temperatura óptima de 

20 – 30°C, y para su almacenamiento, se recolectó en contenedores (balde 300 mL). El 

método para controlar la temperatura consistió en la remoción, para evitar que el medio 

donde se encontrase la lombriz empiece a descomponerse (Díaz, 2002). La materia no 

estaba ni húmeda ni seca, mediante Ferruzzi (1986), el cual consistió en comprimir un 

puñado del material con el uso de guantes de asbesto y comprobar si suelta líquido 

(apenas gotas); es decir, la humedad correspondió entre 70% y 80%, con este método se 

mantuvo la aireación. Se controló pH usando un potenciómetro y por el tipo de residuo 

vegetal, para el sustrato de frutas se evitó el suministro de cáscaras de residuos de frutas 

cítricas (naranja, mandarina, etc.); en el caso de verduras, se evitó suministrar verduras 



9  

con alto grado descomposición; por lo tanto, se mantuvo pH neutro (Díaz, 2002). Para el 

consumo adecuado de materia prima se realizó picado de los residuos (verduras, 

tubérculos y frutas); en él, se empleó cuchillo para realizar la función, el tamaño se 

conservó entre 25 y 75 mm (2,5cm y 7,5 cm) (Díaz, 2002). 

 
III. Análisis Carbono/Nitrógeno (C/N) en sustratos. 

 
 

La proporción C/N, se analizó al inicio del proceso para cada residuo vegetal, con 

el propósito de mantener en estado óptimo del sustrato suministrado; teniendo así, 

residuos de verduras (15/1), residuos de tubérculos (25/1) y residuos de frutas (40/1); se 

desarrolló por el método de Walkley y Black para materia orgánica; y, el método de 

Kjeldahl para nitrógeno (ANEXO III), datos brindados en la Universidad Nacional Agraria 

La Molina, Facultad de Ciencias, Laboratorio de Ecología Microbiología “Marino 

Tabusso”. La Eisenia foetida asimiló 1/3 de la materia orgánica, y eliminó 2/3 (Chicaiza, 

2007); es decir, en forma de CO2. La fracción asimilada como 1/3 de materia prima, es la 

energía para su metabolismo. Por consiguiente, la materia prima es asimilada 100 %; la 

cual, es distribuida a su organismo y ambiente; este último, es para producción del humus 

(Chicaiza, 2007). 

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

 
a. Identificación 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; así tambien, su madurez sexual mide de 5 a 

6 centímetros, su diámetro oscila entre 3 y 5 mm y pesa aproximadamente un gramo.  

Para seleccionar al ejemplar, se tomó en cuenta la edad de la lombriz, la cual 

osciló de a 3 a 4 meses, cumpliendo las condiciones de tamaño y por desarrollar su 

clielo. Ferruzi, C. (1986) 

 

b. Disección 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 II. Cada organismo (1 lombriz por sustrato) se lavó 

2 veces en agua destilada (estéril) por 2 minutos en placas, y se refrigeró por 4 horas. 
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Se desinfectó el área de trabajo con alcohol 90 %, se preparó la cámara de seguridad 

para una posterior disección, después del tiempo de congelación se trasladó la lombriz 

en placas estériles (dentro de la cámara de bioseguridad), para la disección la lombriz 

se fijó en posición horizontal por la parte dorsal (hacia abajo) y la parte ventral se abrió 

longitudinalmente a lo largo de la lombriz roja californiana (Eisenia foetida) (Figura 13) 

– ANEXO II, se añadió 2 mL de solución salina 0,85% (homogenizar durante 1 minuto), 

luego de ello se extrajo 1 mL de muestra (Figura 14) – ANEXO II. Se realizó diluciones 

10-1, 10-2, 10-3, (1 mL de muestra + 9 mL de solución salina 0,85%, homogenizar), se 

escogió la dilución que contenga menos carga microbiana (10-3), (Devaki et al., 2015) 

todos los ensayos fueron evaluados por triplicado. 

 

V. Aislamiento y caracterización 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 dilución (10-3) se inoculó en placas estériles (1 placa por sustrato 

o 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 

extensión (Figura 15) – ANEXO II. Estas placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. 

La primera identificación se dió mediante el uso de técnica, tinción gram, observándose 

rojo o violeta, dando como resultado positivas o negativas; y su forma, siendo cocos o 

bacilos. Luego, se sembró cada colonia pura en viales con medio TSA para un posterior 

proceso (Figura 16 y 17) – ANEXO II. (Devaki et al., 2015). 

 

b. Caracterización bioquímica y evaluación cualitativa de bacterias 

 
De las bacterias seleccionadas mediante el procedimiento anterior (Figura 18, 19 

y 20) – ANEXO II, y con la obtención de cultivo puro, se realizó la caracterización 

bioquímica. Estas colonias se sembraron en medio CMC 1% (ANEXO I), incubadas a 

37°C por 24 horas. Las placas que pesentaron crecimiento se les añadió Rojo congo 

1%, esparciendo en toda la placa, dejando por 15 minutos en reposo, se retiró lo 

sobrante y se añadió NaCl, cuya concentración fue de 2 mol/L (solución salina), por 15 

minutos (se repitió 1 vez más). La placa con crecimiento bacteriano que se visualizó 

halo (Figura 21 y 22) – ANEXO II, se obtuvo el índice de potencia (IP), midiendo el 

diámetro de la colonia (DC) entre la medida del halo (H) (Figura 21) – ANEXO II (Devaki 

et al., 2015). 
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Para la evaluación cualitativa, se preparó medios líquidos por cada bacteria 

seleccionada, estos medios líquidos 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 realizó en 

la siembra de CMC 1%, tiempo de incubación es de 7 días, se observó diariamente la 

degradación del papel filtro; por consiguiente, se agrupó por su degradación (Tabla 2) 

(Figura 23) – ANEXO II. 

 

Tabla 2. Calificación de la degradación del papel filtro (Whatman N° 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el análisis cuantitativo de actividad catalítica se seleccionó las bacterias que 

presenten mayor calificación en su degradación (+4, +3) (Ademolu et al., 2014). 

 

VI. Actividad catalítica de bacterias productoras de celulosa. 

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

 
Se realizó este tratamiento para desinfectar los residuos vegetales y controlar pH 

al inicio del proceso; y así, no ser un factor de variación durante el proceso 

fermentativo. Por consiguiente, los residuos vegetales (veduras, tubérculos y frutas) 

se pesó 12 g/L, cortados en fragmentos de 0,5 a 1 cm, se ajustó la humedad a 80%. 

Para esto a los Residuos (1,2 g/ 100 mL) se realizó un tratamiento con 3 mL de HCl 

5% por 24 horas (Figura 24) – ANEXO II, se midió pH, se lavó 2 veces con agua 

destilada (agitando), se midió pH, se añadió 4mL de NaOH 1% (agitando), esperar 10 

minutos (verduras), 20 minutos (tubérculos) y 15 minutos (frutas), cada uno en 

diferentes tubos, se lavó 2 veces con agua destilada, medir pH  y regular a básico, 

secar a 50° C por 2 horas (verduras, tubérculos y frutas), luego se esterilizó a 121°C 

cada residuo vegetal en placas (Álvarez, 2010). 

Calificación 
Valoración de la 

degradación 

Muy Buena 

Buena 

Regular 

Escasa 

Ausencia 

+4 

+3 

+2 

+1 

- 
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b. Preparación de inóculo. 
 

Las bacterias con mayor actividad (+4, +3), se suspendieron en solución salina 

0,85%, se añadió 10 mL de esta suspensión en matraz con 90 mL de medios líquidos 

(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 II, a 

37°C durante 24 horas a 150 rpm. La muestra fue extraída cada 4 horas, se realizaron 

tres repeticiones. 

 
 Concentración de inóculo para la suspensión 

 

Las bacterias con mayor actividad (+4, +3), en el vial se le añadió 2 mL de 

solución salina (0,85%), se dejó inclinado por 5 minutos, se extrajo 1 mL de esta 

suspension (se eliminó el sobrenadante) y se añadió 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 realizó un raspado con aza bacteriológica a la placa con el inóculo, 

se añadió a tubos con 9 mL de solución salina (0,85%) (Figura 22) – ANEXO II, 

se determinó turbidez con NMF (Nefelómetro de Mc Farland) N° 4 concentración 

12x109 (Figura 27) – ANEXO II, se adicionó al matraz con 50 mL de solución 

salina (0,85%) para luego realizar la distribución de 10 mL de suspensión a cada 

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

 

Tabla 3. Composición de cada matraz para proceso fermentativo.  

 

Gaitan, et al. (2007) 

Matraz Sustrato 1% Nutrientes g/L 

Matraz 1 

Control 

Matraz 2 

Matraz 3 

Matraz 4 

CMC 

verduras 

tubérculos 

frutas 

Extracto de levadura: 2,5 

Peptona: 2,5 

Fosfato di-básico de potasio: 0,1 

Fosfato monobásico de potasio: 

0,1 

Sulfato de amonio: 0,5 

Cloruro de calico: 0,5 
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 Proceso Fermentativo 

 
De los matraz se extrajo 2 mL, cada cuatro horas a 2 500 rpm por 30 

minutos de centrifugación, se obtuvo el sobrenadante y extracto crudo. Se 

conservó el sobrenadante a temperatura de – 20°C. 

 

c. Cuantificación de actividad catalítica del proceso fermentativo. 

 
Del sobrenadante obtenido por centrifugación se distribuyó 2 mL de cada 

muestra a tubos respectivamente, para una posterior determinación de azucares 

reductores (DNS) (Devaki et al., 2015). (ANEXO II) 

 

 Determinación de azúcares reductores.  
 

Se realizó por técnica colorimétrica por DNS, utilizando así una curva patrón 

de solución stock de glucosa 0,4 g/L (Tabla 11). A partir de 2 mL de sobrenadante 

obtenido se tomó un volumen de 0,25 mL a otros tubos con tapa rosca, al cual 

se adicionó 0,25 mL de DNS, agitando por un minuto, esta mezcla se sometió a 

ebullición por 5 minutos, transcurrido este tiempo, la mezcla se llevó a un 

recipiente con hielo por 5 minutos, posteriormente se adicionó 2,5 mL  de agua 

destilada, por 2 minutos se agitó cada tubo, su lectura fue en espectrofotómetro 

a una longitud de onda de 540 nm, para registrar la absorbancia generada (Tabla 

12), la cual se reemplazó en la ecuación de la curva patrón de glucosa 

previamente realizada (Figura 31), para la obtención de la concentración de 

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

 Actividad catalítica sobre papel filtro. (Pachón et al., 2010) 
 

Se preparó el extracto crudo obtenido de la centrifugación, para 

conseguir el volumen y distribuir en cada tubo se añadió solución salina 

(0,85%), aproximadamente 4 mL. Se preparó el buffer citrato de sodio 50 mM 

con pH 5, entonces en 4 tubos se añadió (ANEXO IV):  

 

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 enzimático 

+ 1 mL buffer citrato de sodio a pH 5 (Rx: Reacción).  



14  

Tubo N°3: 1 mL de extracto enzimático + 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 enzimático 

(MT: Muestra). 

 

Todos los tubos pasaron a una incubación de 50°C por 60 minutos, se 

evaluó por la técnica colorimétrica de DNS, en unidades celulolíticas las que 

son cantidades de azucares reductores (glucosa) umol/min.mL (Tabla 6, 7 y 8). 

La concentración de los azúcares reductores producidos, se calculó 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. Determinación de celulosa en los sustratos de residuos vegetales (verduras, tubérculos 

y frutas). 

 

Para la determinación de la celulosa, se empleó el método de Kurschner y Hoffer 

(Bautista et al., 2005). Las muestras (residuos vegetales), fueron sometidas a un 

proceso de extracción de componentes en agua a 95 °C, mezclando las muestras con 

agua destilada durante 3 horas. Se filtró el residuo y se dejó secar a 105 °C.  

Se pesó 2 gr de esta materia seca, se colocaron en matraz y se añadió 20 mL de 

etanol y 5 mL de ácido nítrico concentrado, se colocó en baño María a 100 °C durante 

30 minutos, la solución se filró con porosidad media, el líquido se desechó y el sólido se 

sometió por segunda vez a igual temperatura y tiempo, se realizó una decantación como 

la etapa anterior y se realizó por tercera vez el procedimiento durante 1 hora. La materia 

filtrada se lavó con agua destilada caliente, luego se añadió 100 mL de solución saturada 

de acetato de sodio y por último con 500 mL de agua destilada caliente. El residuo se 

secó a 105 ± 3 °C para luego enfriarlo y pesarlo. 

La celulosa se calculó con la siguiente fórmula: 

 

Celulosa =  Por

Po
 ; 

Donde: 

 Por = Peso seco del residuo (g)  

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

Todo el procedimiento se desarrolló siguiendo la metodología estandarizada por el 

Laboratorio de Ecología Microbiología “Marino Tabusso” (Facultad de Ciencias, 

Universidad Nacional Agraria La Molina).  

 

a. Extracción 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 dibásico de potasio 0,1 g/L, fosfato monobásico de potasio 0,1 g/L y 

sulfato de amonio 0,5 g/L) (Gaitán et al., 2007), a 37 °C por 24 horas en tubos de 

ensayo. Las bacterias a 12 000 rpm por 5 minutos de centrifugación, y se eliminó el 

sobrenadante, éste procedimiento se realizó una vez más por la conservación de la 

pureza del cultivo. 

 La extracción de ADN se realizó mediante el kit comercial (Thermo Scientific, 

GeneJET, Estados Unidos), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y el 

ADN se almacenó a -20 °C para posteriores análisis. 

b. Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa 
 

Por el método de Huang et al., 2012. La amplificación del gen 16S rRNA 

correspondió una identificación de las bacterias seleccionadas. La reacción de 

cadena de la polimerasa (PCR) se realizó en un termociclador (MyCyclerTM Thermal 

Cycler, Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos). Cada mezcla consistió (50 µL), buffer 

10x, 1.5 mM de MgCl2, 0,2 µM de cada cebador, 0,2 µM dNTP, 2,5 U/µL Taq ADN 

polimerasa (TaKaRa Biotechnology, China), y 25 ng/µL de ADN molde.  

Se utilizó cebadores universales bacterianos (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Descripción del primer para la amplificación del gen 16S rRNA. 

 

(Frank et al., 2008). 

 

Nombre Secuencias 5´ 3´ 
Tamaño del 

amplicon esperado 

EUB-27F 

EUB-1492R 

AGAGTTTGATCMTGGCTAG 

GGGTACCTTGTTAGGACTT 
1400 a 1500 pb 
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El programa de PCR involucró los siguientes parametros de temperaturas 

y tiempo en el termociclador mencionado (Tabla 5). 

 

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

 

 

  

 

 

 

 

 

 

(Huang et al., 2012). 

 

Las secuencias amplificadas por PCR se visualizaron por electroforesis en 

gel de poliacrilamida 1,2 % (p/v) y teñidos con bromuro de etidio (10 mg/mL) 

durante 80 min a 80 voltios. 

 

c. Secuenciación  

 
 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 Microbiología Marino Tabusso, Lima.  

 Para alineación y análisis de secuencias recibidas, se empleó 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 

nucleótidos BLAST porpocionada por el Centro Nacional de Información sobre 

Biotecnología (NCBI) (ANEXO XII). Posteriormente, las secuencias obtenidas en el 

GenBank fueron alineadas usando el programa CLUSTAL versión 2,1. (Larkin et al. 

2007) 

 

 

 

Proceso Temperatura Tiempo 

Start 

desnaturalización 

Desnaturalización 

Anneling 

Extensión 

Extensión Final 

94°C 

94°C 

55°C 

72°C 

72°C 

5 min 

30 seg 

30 seg 

1,5 min 

10 min 

35 ciclos 
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IX. Diseño Experimental 

 
Se realizó con un diseño No Experimental tipo transaccionales o transversales para 

estudios correlaciones/ casuales de una casilla; en cuanto la actividad catalítica se empleó 

el diseño factorial A*B con tres réplicas por cada procedimiento, un factor la biomasa, 

sustrato y actividad catalítica, con tres tipos de residuos vegetales (verduras, tubérculos y 

frutas) y sustrato control (CMC 1%). 

 

X. Análisis estadístico 

 
 

Todos los resultados obtenidos fueron analizados estadísticamente mediante 

(ANOVA) por clasificación 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 catalítica, 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 demostró la actividad catalítica haciendo el ensayo del procedimiento; teniendo en cuenta 

la actividad en unidades celulolíticas, 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 catalítica 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.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Actividad de celulosa (UI/L), concentración de glucosa (mg/mL) y crecimiento 

microbiano de T2, cada 4 horas en CMC 1%. 

 

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

unidades de glucosa y el crecimiento microbiano.  
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En la tabla 6, 7 y 8, se muestra por el lado izquierdo, datos de azúcares reductores realizados 

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

reemplaza en la ecuación de la concentración de glucosa (Figura 31) – ANEXO II. Del lado 

derecho, se observa la actividad catalítica (UI/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 esperó 8 horas, 

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

 

Tabla 6. Azúcares reductores (g/L) y actividad catalítica (UI/mL) en proceso 

fermentativo de bacteria T2 con sustrato Residuos frutas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

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

 

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

(UI/mL), siendo no constante en el tiempo de 28 horas 

 

 
Tiempo (h) 

Azúcares reductores (g/L) 
 

Tiempo (h) 

Actividad catalítica (UI/mL) 

CMC 1% 
Control 

Residuos frutas 
pretratadas CMC 1% 

Control 

Residuos Frutas 
pretratadas 

0 0,134 0,072 
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16 0,027 0,009 
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Tabla 7. Azúcares reductores (g/L) y actividad catalítica (UI/mL) en proceso 

fermentativo de bacteria T2 con sustrato de Residuos tubérculos. 

 

 
 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

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

horas. 

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

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

datos de autores. 

 

 

 

 

Tiempo 
(h) 

Azúcares reductores (g/L) Tiempo 
(h) 

Actividad catalítica (U/mL) 

CMC 1% 
Control 

Residuos tubérculos 
pretratadas CMC 1% Control 

Residuos tubérculos 
pretratadas 

0 0,134 0,008 
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Tabla 8. Azúcares reductores (g/L) y actividad catalítica (UI/mL) en proceso 

fermentativo de bacteria T2 con sustrato de Residuos verduras. 

 

 

 
Tiempo 

(h) 

Azúcares reductores (g/L) 
Tiempo 

(h) 

Actividad catalítica (U/mL) 

CMC 1% control 
Residuos verduras 

pretratadas 
CMC 1% 
control 

Residuos verduras 
pretratadas 

0 0,134 0,023 
 

8 
12 
16 
20 
24 
28 

 

1,60 
0,40 
0,07 
0,90 
0,80 
0,30 

 

0,30 
0,50 
0,70 
0,02 
0,30 
0,30 

4 0,023 0,013 
8 0,041 0,024 

12 0,040 0,019 
16 0,027 0,024 
20 0,021 0,006 

24 0,021 0,005 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

horas. 

 

Indicando margen de error 5%, la actividad catalítica de verduras es alta en menos tiempo, 

en comparación a los otros residuos; por consecuente, esta bacteria demuestra estabilidad 

en residuos de verduras, teniendo una mayor actividad catalítica. Siguiendo el modelo 

(Pachón et al., 2010) con los datos de autores. 
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Figura 5, 6, 7 y 8, se observan crecimiento microbiano, actividad catalítica (como producto) 

y sustrato celulosa obtenidos a partir del método de Kurschner y Hoffer, el cual se tomó para 

su determinación (ANEXO IX). Se trató en cada residuo vegetal (frutas, tubérculos y 

verduras) y control CMC. Los puntos fueron tomados cada 4 horas para cada residuo. Estás 

figuras representativas son necesarias para la determinación de rendimientos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

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 concentración de 

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

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Crecimiento microbiano, actividad y celulasa del sustrato de frutas, cada 4 

horas 

Indicando margen de error 5%, la ubicación de la concentración de celulosa se encuentra en 

el eje secundario. El crecimiento y la actividad se encuentran en el eje primario.  
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Figura 7. Crecimiento microbiano, actividad y celulosa del sustrato de tubérculos, cada 

4 horas. 

Indicando margen de error 5%, la ubicación de la concentración de celulosa se encuentra en 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  Crecimiento microbiano, actividad y celulosa del sustrato de verduras, cada 

4 horas. 

Indicando margen de error 5%, la ubicación de la concentración 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; así mismo, su 

rendimiento en verduras 0,9.  

Estos datos se corroboraron con la tabla 10, donde explica en resumen los datos estadísticos 

(ANEXO II), señalando que el error típico es < 0,9; es decir, estos datos de rendimiento están 

estadísticamente dentro del margen de error. Así 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 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 

Rendimientos Error típico 
Nivel de confianza 

(95.0%) 
Promedio o 

Media 
Varianza 

Yp/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 



26  

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 buscó el porcentaje 

en NCBI, donde indicó el mayor score de estas secuencias (ANEXO XI). Encontrándose entre 

las 3 secuencias, Brevibacillus laterosporus, tiene una secuencia incompleta. A partir de esta 

secuencia incompleta, seleccionando score más alto, el cual se trabajó.  

 

El siguiente procedimiento fue el alineamiento, con el cual se utilizó el programa 

CLUSTAL 2,1, como primer paso se realizó 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 indicó 

que tan parecidas son una secuencia con la otra. Por ejemplo, Brevibacillus laterosporus (1) 

con Bacillus cereus (2) tiene 84,96% de similitud; así también, Brevibacillus laterosporus (1) 

con Bacillus subtilis (3), 85,28% de similitud. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Figura 9.  Secuencias múltiples (Bacillus subtilis, Bacillus cereus y 

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 realizó el segundo 

paso que es un alineamiento adicional, donde solamente se comparó 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 sección 16S ribosomal. Por lo tanto, esta similitud es 

aceptable por ser dos bacterias del mismo género.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Comparación de secuencias completas (Bacillus subtilis y Bacillus cereus), 

por la opción pairwice del programa CLUSTAL 2.1, verificando el porcentaje de 

identidad.  

1    2      3 
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DISCUSIÓN 

 
En cuanto al lugar, según indica (Escobar, 2001) menciona que, haber expuesto las 

lombrices a luz natural; estas murieron rápidamente; así también, se colocó un plástico 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 20-30ºC, temperatura 

adecuada para el máximo rendimiento de las lombrices. Las autoras (Das & Samanta, 2016), 

hace referencia que la temperatura adecuada es 18 ºC ± 2ºC; por lo tanto, si la temperatura 

desciende de 18 ºC, disminuyen su actividad, dejando de crecer y producir ácidos húmicos y 

fúlvicos.  

Así también, afirma (Rojas, 2005), la temperatura ambiente del lombricario osciló 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 aeróbico.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 están a temperaturas distintas, 

cuando sucede la exposición al ambiente, su temperatura se regulariza. Según el autor (Tineo, 

1996) expone que, el alimento dentro del hábitat con altas temperaturas queman rápidamente 

destruyendo bacterias y haciendo perder el valor nutritivo del alimento; para ello, la 

disponibilidad de oxígeno contrarresta este efecto, removiendo la cama de la lombriz; esta 

acción no solo baja la temperatura; sino también, acelera la descomposición aeróbica 

permitiendo que las lombrices colonicen su hábitat. 

El alimento se consideró preparado cuando las condiciones de su hábitat se estabilizaron. 

Según el autor (García, 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%. Así mismo, según (Martínez, 2000) 

observó que la lombriz requería alto porcentaje de humedad para desplazarse y facilitar su 

respiración. Por lo tanto, el porcentaje de humedad se mantuvo dentro de este intervalo, con 

el método de la remoción también empleado por estos autores.  

En cuanto al análisis de proporción C/N en residuos vegetales, se realizó por los métodos 

Walkley y Black (materia orgánica) y método Kjedahl (nitrógeno) se obtuvo entre 15/1 a 40/1, 

manteniendo control de esta proporción; este proceso, se realizó al inicio por la dificultad en 

el análisis; es decir, el carbono en las muestras fue por la determinado por materia orgánica, 

en el cual se emplea reactivos fiscalizados; así mismo, el método determinación de nitrógeno, 

es valorado por los químicos muy tóxicos, realizándose solo en campanas de gases. Por esta 

complejidad, también el autor (Casco, 2015), realizó el análisis de C/N al inicio del compostaje 
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en residuos orgánicos sólidos y así obtener un compostaje exitoso por degradación de materia 

orgánica, el cual obuvo una óptima relación (C/N) desde 25/1 a 35/1, favoreciendo a su 

energía y crecimiento.  

Para el autor (Cochachi, 2008), una relación C/N inicial es de 20 a 30; la cual, siendo 

adecuada al incio del compostaje. Si la relación C/N es menor que 20, indica que el habitat 

posee más nitrógeno. Si la relación es de 40, entonces el material posee más carbono. Así 

mismo, en la proporción C/N de frutas (40/1) para su biodegradación necesitó mayor número 

de lombrices de tierra. También afirma que, este residuo presenta elevada relación C/N, 

porque, los vegetales poseen mayor nitrógeno, siendo factor importante para este proceso.  

El autor (Arévalo, 2017), realizó el análisis C/N al final de su procedimiento (30 días), 

siendo este su variable; sus resultados mostraron diferencias significativas; siendo el carbono, 

más abundante en su vermicompost de ambos sustratos (residuos vegetales y estiércol 

equino). La mayoría de autores observan que esta variable es influyente en obtención de 

humus, por lo tanto, realizan estos análisis al final del proceso de compostaje.  

Según el autor (Soriano, 2016), la relación C/N debe oscilar de 25 a 35, siendo mejor 

proporción para los microorganismos; esto coincide con otros autores, a proporción más alta, 

su crecimiento de los microorganismos se ve afectado, haciendo lenta su descomposición de 

sustrato, lo que sucedió en residuo de frutas; y, proporción más baja se aceleran en 

descomponer ocasionando pérdida de nitrógeno produciendo amonio, se percibe por olores 

desagradables (Gilbert & Wendell, 2008). 

Teniendo la lombriz de tierra seleccionada, se realizó aislamiento y caracterización de las 

bacterias que se encuentran dentro de la lombriz. Estos microorganismos aislados fueron 

sembrados en medio TSA con dilución 10-3, este medio provee un soporte de crecimiento para 

organismos anaerobios, aerobios, fuente de nitrógeno y minerales. Para los autores 

(Castañón, Villalobos, Meza, & Enciso, 2017), utilizaron este medio con el mismo propósito; 

además por el tipo del sustrato que suministro (materia orgánica del suelo), realizaron el 

aislado en otros medios como agar nutritivo (AN), para aislamiento de bacterias poco 

exigentes; medio King A (KA) para la detección de especies del genero Pseudomonas; Agar 

de infusión Cerebro y Corazón (ABHI) es un medio para el cultivo de bacterias y hongos con 

difícil 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 análisis de crecimiento. El propósito de otras autoras (Das 

& Samanta, 2016) fue aislar todo microorganismo que existiera dentro del intestino de la 



30  

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 común, formar consorcios microbianos, 

con medios nutritivos y medios selectivos.  

Posteriormente, se realizó la selección de estos aislamientos, a base de su crecimiento y 

morfología por técnica de Tinción gram, se seleccionó las bacterias Gram (+) (cocos y bacilos), 

evitando la selección de Gram (-): ya que la mayoría de ellas son Enterobacteriaceae, siendo 

no fermentadores de glucosa. Los autores (Escobar, Mora, & Romero, 2012), realizaron la 

selección de bacterias y hongos por macroscopía y microscopia, la cual afirma que los Gram 

(-), no fermentas glucosa y de sus cultivos aislados el género más representativo, fue Bacillus. 

Para la caracterización bioquímica, consistió en el uso del indicador Rojo congo 1%, según la 

autora (Herrera, 2015), expresó que los microorganismos celulolíticos (capaces degradar 

CMC), se identificaron porque producen un halo de hidrólisis del CMC, alrededor de la colonia, 

luego del revelado con el colorante Rojo congo; sin embargo, se realizó 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 decidió realizar la siguiente prueba a todos los cultivos aislados, presenten o no halo 

de hidrólisis, esta prueba cualitativa se dio valor al cultivo bacteriano que presente mayor 

degradación de tiras de papel filtro, el resultado fue el cultivo T2 presentando (+4) en la 

degradación de papel filtro, este papel filtro (Whatman Nº1); teniendo como componente fibra 

de algodón 98%(Whatman, 2006). Los demás aislamientos presentaron menos calificación. 

La bacteria T2 presentó mayor degradación del papel filtro (Whatman Nº1), se realizó proceso 

fermentativo en residuos vegetales (verduras, tubérculos y frutas) y CMC 1% (control), 

previamente se realizó tratamiento a los residuos vegetales con método ácido-alcalino; por  

que los residuos vegetales poseen altos porcentajes de biomasa lignocelulósica, ese proceso 

realiza la conversión 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 agrícolas de caña de azúcar (RAC), su variable es la efectividad de distintos 

tratamientos al sustrato; estos fueron, fragmentación mecánica, proceso organosolvente 

(hidrólisis ácida – alcalina), con el fin de eliminar características complejas en la pared celular 

como lignina y gran parte de la hemicelulosa, obteniendo como resultado, lignina más 

accesible para la producción de actividad.  

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

López, & Salcedo, 2011), registraron que el procedimiento ácido-alcalina tuvo mayor 
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rendimiento en residuos vegetales. Así mismo, realizaron cuatro tratamientos con un solo 

sustrato (residuos vegetales), siendo el proceso organosolvente que presento mayor 

actividad, alcanzando las muestras enzimáticas propuestas.  

Para tener una concentración de inóculo fue determinado por NMF (Nefelómetro de Mc 

Farland) N° 4 concentración 12x109, el aislamiento bacteriano (T2), fue inoculado en cada 

matraz con residuos vegetales y CMC 1% (control), los autores (Pachón & Perea, 2010) 

sostienen que crecen y generan azucares sin iniciar su metabolismo enzimático. Este autor, 

utilizó NMF (Nefelómetro de Mc Farland) N° 1 concentración 3x108, fue otro factor para el 

consumo de sustrato de nuestro trabajo, ocasionando que el consumo sea en menor tiempo.  

La determinación de actividad catalítica del extracto crudo a partir de las 8 horas, porque 

las 8 primeras horas de extracto crudo era mínimas. Se realizó cinética de crecimiento, 

determinación de celulosa y la actividad catalítica (como producto) a partir del extracto crudo 

producto de la centrifugación. Se determinó, por la cantidad de azúcares reductores 

producidos (método DNS); así 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 caída con respecto al incremento de la productividad (actividad 

catalítica), lo mismo sucede entonces con la formación de biomasa, la cual fue en aumento 

conforme se iba consumiendo el sustrato durante las 12 horas de trabajo. El principal factor 

es a concentración de sustrato, afectando la producción de celulosa. Sin embargo, altas 

concentraciones de sustrato pueden también causar inhibición enzimática, lo cual disminuye 

sustancialmente la velocidad (Sun & Cheng, 2002). Por ello es importante tener en cuenta con 

cuánto sustrato se está iniciando el proceso fermentativo, y con cuanto se está 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 programó en el Termociclador una corrida 

de 40 ciclos (para bacterias celulolíticas termófilas), a comparación de los ciclos programados 

para la presente investigación, los cuales fueron de 35. El número de ciclos recomendado por 

literatura para este tipo de bacterias oscila entre 30 - 40 ciclos. Para observar las secuencias 

amplificadas se usó gel de poliacrilamida con bromuro de etidio a 80 voltios, a diferencia de 

la investigación realizada por (Zapata, 2014) quien utilizó para este procedimiento gel de 
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agarosa a 75 voltios. Si bien es cierto, el gel de poliacrilamida es más costoso, pero es mucho 

más efectivo ya que tiene un mayor poder de resolución (El-Osta & Hillier, 2005). 

Se seleccionaron 3 bacterias en medios de cultivo con CMC, las cuales tuvieron una 

mayor actividad enzimática, teniendo (T2, V2 y F1). Según la región 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 aeróbicas o anaerobias facultativas 

con una amplia diversidad de capacidad fisiológica con respecto al calor, pH y salinidad (Holt, 

1994). Otros estudios demostraron que las especies de Bacillus desempeñaban un papel 

importante en la biodegradación de compuestos moleculares grandes (Akin, 1987). 

En la invetigación de (Hermila & De los Ángeles, 2015), Bacillus subtillis fue unas de las 

cepas identificadas molercularmente la cual presentó una alta actividad enzimática en sustrato 

CMC a 60 °C con pH de 7.4, contrastando con lo realizado en esta investigación 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 identificó molecularmente 

como Bacillus subtilis mostró los mejores resultados, teniendo una actividad de 1,08 UI/ mg 

en 24 horas. 

Otra bacteria identificada en esta investigación fue Bacillus cereus, en comparación con 

los investigadores (Lu, Wang, Yang, & Wang, 2005), quienes obtuvieron cepas designadas 

como CDB1, CDB2, CDB10, CDB13 y CDB19. Las características morfológicas anteriores 

junto con los resultados de las pruebas fisiológicas 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 realizó una 

caracterización morfológica y fisiológica más detallada. 

En el gen 16S rRNA su secuenciación en bacterias se mantuvo durante mucho tiempo 

como el estándar de oro para la tipificación de bacterias y, en su mayor parte, es un excelente 

método para identificar taxonómicamente 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 identificación (Berg, Crockett, Esplin, & Evans, 2016). Según cita 

(Merrill, Berg, & Breakwell, 2018) se emplea métodos más definitivos para distinguir cepas de 

B. laterosporus, los que estaban disponibles previamente en las plataformas. En su informe, 

presentaron y discutieron mejores alternativas de identificación para Brevibacillus laterosporus 

y Paenibacillus larvae, quienes comparten estrechos lazos ecológicos 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 clasificación errónea de varias secuencias 16S ARNr 

de B. laterosporus en NCBI. Un enfoque múltiple puede ser más preciso que el análisis 

tradicional de 16S rRNA por sí solo, para identificar estas cepas a nivel de especie, el uso 

combinado de marcadores moleculares proporcionando un método rápido, económico y 

confiable para diferenciar con éxito estas especies. Con esto, se da la reciente y continua 

incorporación de otras secuencias de Brevibacillus a GenBank, con la finalidad de obtener 

datos precisos.  

En esta investigación, se halló una bacteria de B. laterosporus, observándose que tenía 

poder para degradar celulosa. Esto pudo comprobarse mediante una evaluación cualitativa, 

donde se preparó medios líquidos en matraz de 500 mL, con medio CMC 1 % (40 mL) + tiras 

de Whatman N°1 incubandose en 7 días, observándose diariamente la degradación del papel 

filtro, la cual presentó una calificación de +2 (regular). Sin embargo, como mencionan algunos 

autores, no se tienen datos completos sobre Brevibacillus laterosporus, la cual cuenta aún, 

incluso, con una secuencia parcial, haciendo difícil hallar características importantes como la 

de poder degradar celulosa, con el fin de la presente investigación.  

Los datos estadísticos se desarrollaron con el programa Microsoft Excel (Office 16); para 

establecer las diferencias estadísticas en todos los parámetros de los procesos fermentativos 

con el cultivo bacteriano (T2), que presentó mayor actividad catalítica en verduras. Así 

también, los datos de la fermentación, no presentaron amplia dispersión, por lo tanto, se 

determinó que los valores que se obtuvieron de los 3 residuos vegetales en cuanto a 

rendimientos son muy similares, entonces la hipótesis alternativa se considera 

estadísticamente significativa.   

Para esta investigación consistió en diseño factorial A*B, este cultivo bacteriano, se 

inoculó en cada residuo vegetal (verduras, tubérculos y frutas), y CMC 1% como control. 

Según (Gámez, 2016), todos estos análisis, representa al desarrollo de las hipótesis; en este 

caso, la hipótesis nula, el promedio de los parámetros en todos los tratamientos es igual, con 

95% de confiabilidad; la hipótesis alternativa, un tratamiento es distinto, con 95% de confianza. 

Si P (p) ≥ 0,05 se acepta hipótesis 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 tinción gram. Estas bacterias fueron seleccionadas mediante la prueba bioquímica por 

indicador Rojo Congo, habiendose evaluado la hidrólisis del medio CMC 1%, siendo el 

indicador la formación de halo. 

 

Se amplificó 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 identificación, sin embargo, Brevibacillus laterosporus presentó bajo 

porcentaje. 

 
Se determinó el porcentaje de carbono en relación al porcentaje de nitrógeno para 

cada residuo vegetal, por Walkley y Black (método de carbono); y, Kjeldahl (método de 

Nitrógeno), obteniendo la proporción C/N adecuada de 15/1 a 40/1, intervalo que favoreció en 

la proliferación de lombriz de tierra (Eisenia foetida)  

 

Por la determinación 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 mínima 

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

 

Se cuantificó la actividad catalítica de los aislamientos seleccionados, sobre sustrato 

de celulosa como control, y otros sustratos a base de vegetales (verduras, tubérculos y frutas), 

por determinación de azúcares reductores usando la técnica colorimetrica DNS con curva 

patron de glucosa; y, mediante gráficos comparativos, se analizó y representó la mayor 

actividad en los residuos vegetales con datos estadísticos; 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 podría provocar 

la mortalidad de las lombrices, además 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 cítrico, y la medición 

se realizaría con potenciómetro específico. Para la proporción 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; así también medir esta 

proporción al sustrato para realizar la actividad catalítica, mejorando el proceso de análisis.  

Para la disección de la lombriz, se debe cumplir el tiempo de congelación adecuado para 

poder realizar el corte y proceder con el aislamiento. La preparación de medios específicos 

debe contener el peso exacto, para que el crecimiento sea adecuado para proceder la 

caracterización morfológica.  

En la actividad enzimática, las muestras deben ser tomadas al tiempo indicado, de esta 

manera, obtener resultados con menos margen de error, logrando así 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 más tiempo, superando las 12 horas, para obtener curva de crecimiento 

completa. 

En la identificación molecular, se recomienda realizar la migración de electroforesis por 

gel de agarosa al mismo porcentaje. Además, para el revelado utilizar otra sustancia química 

menos dañina. Las secuencia identificada de  Brevibacillus  laterosporus, la cual corresponde 

a una secuncia parxcial, no debe ser descartada, al contrario, debe seguir siendo motivo de 

investigación, contrastando  su secuencia con la de otras que puedan guardar relación entre 

sí,  de ahí la importancia del análisis del alineamiento multiple de secuencias de diferentes 

organismos.
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ANEXOS 
 

ANEXO I: COMPOSICIÓN QUÍMICA DEL COMPONENTE CARBOXIMETILCELULOSA 
(CMC) (Sidley Chemical, 2018) 

 
 

Pero, ¿qué es la celulosa? Forma de un biopolímero con moléculas de β-glucosa; éstas se 

unen con enlaces β-1,4-o-glucosídico. La celulosa presenta la fórmula (C6H10O5)n con un valor 

mínimo de 2000 para n. El polímero puede tener una estructura lineal o fibrosa, siendo el 

constructor de la pared celular en vegetales. 

Características físicas y químicas 

 Fórmula 

RnOCH2-COOH 

 Aspecto físico 

Polvo color blanco. Carboximetilcelulosa sódica: partículas fibrosas de color 

blanco o lechoso. 

 Olor y sabor 

Inodora e insípida. 

 Solubilidad en agua 

Es soluble (20 mg/mL). 

https://www.lifeder.com/pared-celular/
https://www.lifeder.com/caracteristicas-reino-plantae/
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ANEXO II: FIGURAS DEL PROCEDIMIENTO 
  
 

 
 Volumen: 0.005 m3 

Área Total: 0.2 m2 

Cap. 4 000 Lombrices 
 

Cada caja tiene 60 Lombrices con suministro de 
Sustrato 18 gramos. Condiciones del modelo 
Chicaiza, 2007, adecuado por actores cuya 
dimensión de la caja a emplear. 

  

 e) 

a) 

 

b) Residuos Frutas c) Residuos Verduras d) Residuos Tubérculos 

   

   

  25 cm   25 cm   25 cm 

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 caja 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 

biológico. 

Consiste, (a) Recolección de lombrices roja californiana (Eisenia foetida), (b) Cajas con 

sustrato (verduras, tubérculos y frutas), aun no añadidas 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. 

a) b) 

Verduras 

Frutas 
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Figura 13. Disección 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 colocó 

en la posición horizontal, para una posterior disección (estuche de disección esterilizada). 

 
 

 

 
 
Figura 14. Proceso de dilución 10-3 para el aislamiento. 

 
Se añadió 2 mL de solución salida 0.85%, luego se extrajo 1mL de cada muestra para 

obtener tres diluciones de 10-3. Procedimiento seguido de (Devaki et al., 2015), modificado 

por autores, en la congelación se espero 4 horas para obtener facilidad en la disección. 



48  

 
 

Figura 15. Aislamiento morfológico de bacterias a partir de la dilución 10-3
. 

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

extensión con 0.1 mL de dilución, esparciendo con la misma pipeta. 

 
 
 

 

 

Figura 16. Criterios morfológicos para obtención de cultivos puros. 

 
Bacterias obtenidas después de 24 horas, tanto en placa de verdura, tubérculos y frutas, se 

separó por características morfológicas y la facilidad para obtener cultivos puros. Se puede 

observar en las Figuras 25, 26 y 27. 
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Figura 17. Obtención de cultivos puros (Tinción 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 sembró en viales 

después de 24 horas de su crecimiento, se procedió a realizar tinción. 

 
 
 
 

 

 

T1: Bacterias positivas T2: Bacterias positivas 
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Figura 18. Caracterización morfológica 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, T3 y T4 son 

colonias bacterianas de la placa de tubérculos, en ellos se seleccionó solo bacilos positivos 

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

 
 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 19. Caracterización morfológica 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 seleccionó V1 y V2. 

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

bacterias gram negativas. 

T4: Bacterias positivas T3: Bacterias positivas 

V2: Bacterias positivas V1: Bacterias negativas 
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Figura 20. Caracterización morfológica de bacterias de la placa de frutas. 

 
Las bacterias se nombraron como: F1: Bacterias gram positivas, se seleccionó por ser 

positivas con el método (Devaki et al., 2015) 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Caracterización bioquímica de bacterias que presentaron crecimiento en el 

medio CMC 1% con Rojo congo 1%. 

Bacterias que se nombró F1 y T2, se obtuvo de las placas frutas y tubérculos 

respectivamente, la colonia F1, se visualiza la letra “a)” indicando halo que presentó la 

colonia por coloración del indicador del Rojo congo 1%. Ambas bacterias crecieron en el 

medio CMC 1%, pero el que presentó halo es la bacteria F1. 

a) 

F1: Bacterias gram positivas 
 

T2: Bacterias gram positivas 

F1: Bacterias positivas 
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Figura 22. Bacterias en medio CMC 1% con prueba cualitativa de Rojo congo 1%. 

Presenta las bacterias que se nombró (V1, V2), se obtuvo de las placas de verduras, si 

crecieron en el medio CMC 1%, pero no presentaron halos lo que indicó bajo índice de 

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

 

 
Verificando el Índice de Potencia (IP) para la cepa F1, siguiendo la metodología (Devaki 

et al., 2015) 
 
 
 
 

 

 
 

 
 

 
 

IP =  
1,5 𝑐𝑚

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

que posee actividad celulolítica 

 
IP = 

 

Diámetro de la colonia 

Halo de Hidrolisis 

V2: Bacterias gram positivas V1: Bacterias gram negativas 
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Figura 23. Evaluación cualitativa de bacterias que crecieron en medio CMC 1% por 

degradación de papel filtro. 

 
(a) Imagen de los 4 matraz (control, T2, F1, V2), con la calificación de (+4, +3, +2) 

respectivamente, permanecieron por 7 días 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 metodología 

utilizada fue de (Ademolu et al., 2014), modificado por autores considerando bacterias que 

presentaron halos y las que no. 

a) 

b) c) 
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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 HCl 5% durante 

24 horas. Elaborado por el método de (Álvarez et. al, 2010) y modificado por autores en el 

proceso de secado, fue de 2 horas. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

 

Los sustratos respectivos son verduras, tubérculos y frutas, para el proceso fermentativo, se 

secó y esterilizó el sustrato dentro de las placas con las condiciones de su peso (12 g/L), el 

tamaño de las partículas 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. 

a 

b 

c 
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Figura 26. Disolución de la bacteria seleccionada para la concentración en el proceso 

fermentativo. 

Bacteria se obtuvo a partir de cultivo puro (vial), se añade solución salina 0,85% se hizo el 

raspado con la aza bacteriológica y se disolvió con reposo de 5 minutos, bacteria 

preseleccionada por la evaluación cualitativa (+4 y +3) de su degradación del papel filtro 

(Pachón et al., 2010) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Determinación de la concentración de inóculo por nefelómetro de Mc 

Farland (NMF). 

 

Tubo con solución salina (9 mL) y 1 mL de concentración de bacteria disuelta, y se comparó 

con NMF de N° 4 (12 x 109), se propuso alcanzar a esa concentración, por los 4 matraz. 

Elaborado y modificado por autores en cuanto al número de concentración, por la distribución 

en 4 matraz (Control, verduras, tubérculos y frutas). 
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Figura 28. Cultivo aislado y caracterizado morfológicamente a partir de frutas (F1) 
 
 

 
 

Figura 29. Cultivo aislado y caracterizado morfológicamente a partir de verduras (V2) 

 
 
 

 

Figura 30. Cultivo aislado y caracterizado morfológicamente a partir de tubérculos 

(T2) 
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Tabla 11. Concentraciones de glucosa (10 soluciones) a 40 mg/100 mL 

 
 

Tuvo un volúmen final de 1 mL = 1000 µL. Empleando la fórmula V1*C1 = V2*C2., por el 

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

Glucosa. 

 

Glucosa  
Agua Destilada 

(µL) 
Concentración 

(µg/µL) 

Volumen  

(µL) 

0,04 
0,08 
0,12 
0,16 
0,2 

0,24 
0,28 
0,32 
0,36 
0,4 

100 
200 
300 
400 
500 

600 
700 
800 
900 
1000 

900 
800 
700 
600 
500 

400 
300 
200 
100 

- 

 

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

 
No se consideró intersección, por lo que las concentraciones de glucosa fueron elaboradas 

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

 

Concentración Glucosa 
(ug/uL) 

Absorbancia 
(540 nm) 

0,04 

0,08 

0,12 

0,16 

0,2 

0,24 

0,28 

0,32 

0,36 

0,4 

0,113 

0,176 

0,263 

0,326 

0,399 

0,498 

0,571 

0,647 

0,736 

0,801 
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Figura 31. Curva patrón de Concentraciones de Glucosa (Eje X) vs. Absorbancia (Eje 

Y) e indicó un R2 de 0,99. 

Se trazó línea de tendencia sin intercepto, por el R2, se realizó el reemplazo de Absorbancia 

en la ecuación para conocer los azucares reductores que hubo en el proceso elaborado con 

el modelo (Durán et al., 2009). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 1.9504x + 0.0236
R² = 0.9987

0.000
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ANEXO III: FLUJOGRAMA DEL ANÁLISIS DE PROPORCION C/N 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de proporción C/N 

1/3 de energía del metabolismo y 2/3 expulsa como 
CO2. La relación estuvo comprendida entre 25 – 35/1. 

% Carbono (Walker y 
Black) 

% Nitrógeno 
(Kjeldahl) 

Mezclar 

10 ml (Ácido sulfúrico)                                   
5 ml (Dicromato de 

potasio  1N) 

1 m’ 

0,3 g de M 

Reposar 30 m’ 

Titular 

Añadir 
0,5 ml (Di -
fenilamina) 
“indicador “ 

70 ml (H2O destilada)                                  
3 ml (Ácido fosfórico al  

85%) 

Solución 
ferroso 
amoniacal 

200 mg de M 
4 ml (Sol digestora)                                  
1,5 gr (Mezcla 
catalizadora) 

Calentar (Se observa de un 
color azul) 

Enfriar 

Minidigestor 
Kjeldahl 

10 ml (H2O destilada)                                    

Destilar 

Añadir 

Matraz   

Erlemeyer 

15 ml (H3 BO3 al 4%)                                   
Indicador (Rojo metilo 
0,5 %) 2 gotas, diluido 
en alcohol al 95 % 

15 ml (NaOH 40 %) 

M.K.                 
M.E. 

Titular 

Amoniaco hasta 

que el color vire 

HCl 0,05 N 

Verde azulado  Amarillo 

Observar el color azul a verde brillante                        
Realizar el procedimiento sin muestra (control) 
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ANEXO IV: FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE ACTIVIDAD CATALÍTICA SOBRE 

PAPEL FILTRO EN SUSTRATOS DE RESIDUOS VEGETALES.  

Pachón, et al., 2010 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
… A partir de T8, fue el mismo proceso para los demás tiempos. 

 
 
Por cada tubo se realizó el siguiente procedimiento 
 
Se distribuyó 1 mL a cada tubo (B.S, Rx, B.M y M.T) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 

 

 

 

 
 
 

V 
F 

C 

T 

37 ºC 

Se extrajo 2 mL para la 
determinación de azucares 
producidos por la técnica 
DNS. La reacción es 
inmediata. 

T0 

T4 T28 

T12 T16 T8 T20 
T24 

Extraer muestra cada 4 
horas de cada matraz. 

C: Matraz control. 
V: Matraz verduras. 
F: Matraz frutas. 
T: Matraz tubérculos.  

En cada tiempo se extrajo 2 mL de cada matraz (Matraz 
control, Matraz verduras, Matraz frutas y Matraz tubérculos) 

C R.V R.F R.T 

C R.V R.F R.T 

C R.V R.F R.T 

Centrifugar a 2 500 rpm por 30 min. 

Del sobrenadante, se 
determinó azucares 
reductores por DNS, 
en estos tiempos (T0 y 
T4), no hubo extracto 
crudo.  

Se realizó la 
prueba DNS para 
el sobrenadante. 

Extracto crudo se 
determinó la actividad 
catalítica por papel filtro.  

C R.V R.F R.T 

Se añadió solución salina 
0,85% para obtener un 
volumen de 4 mL. 

50 ºC 
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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 enzimática (UI/L) 

 

Tiempo 
(h) 

Datos Tubos Absorbancia 
Resultados  AMN= (ABS + 

ABM) 

0 T0 

BS  0,002 

0,008 
Rx 0,054 

BM 0,006 

M 0,018 

4 T1 

BS  0,013 

0,026 
Rx 0,005 

BM 0,013 

M 0,017 

8 T2 

BS  0,026 

0,053 
Rx 0,017 

BM 0,027 

M 0,004 

12 T3 

BS  0,002 

0,061 
Rx 0,039 

BM 0,059 

M 0,075 

 
 

Tiempo 
(h) 

Absorbancia  
Unidades Enzimatica 

(U/L) 

0 0,008 0,008 

4 0,026 0,028 

8 0,053 0,314 

12 0,061 1,534 

 
  

Tiempo 
(h) 

Absorbancia 
Conc. en Unid. 
de Glucosa g/L 

Actividad 
de la 

celulasa 
(UI/L) 

Absorbancia 
de 

Crecimiento 
(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 
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ANEXO VI: DATOS DE ABSORBANCIA DE AZÚCARES REDUCTORES PARA CADA 
SUSTRATO  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tiempo Sustratos Absorbancia 

 
T0 

Control 
Frutas 
Tubérculos 
Verduras 

0,286 
0,164 
0,040 
0,068 

 
T1 

Control 
Frutas 
Tubérculos 
Verduras 

0,068 
0,219 
0,073 
0,050 

 
T2 

Control 
Frutas 
Tubérculos 
Verduras 

0,104 
0,130 
0,070 
0,070 

 
T3 

Control 
Frutas 
Tubérculos 
Verduras 

0,102 
0,108 
0,073 
0,061 

 
T4 

Control 
Frutas 
Tubérculos 
Verduras 

0,077 
0,043 
0,036 
0,070 

 
T5 

Control 
Frutas 
Tubérculos 
Verduras 

0,065 
0,072 
0,034 
0,035 

 
T6 

Control 
Frutas 
Tubérculos 
Verduras 

0,065 
0,056 
0,030 
0,034 

 
T7 

Control 
Frutas 
Tubérculos 
Verduras 

0,066 
0,047 
0,034 
0,035 
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ANEXO VII: FORMULAS PARA LA OBTENCIÓN DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA EN 

UNIDADES CELULOLÍTICAS (UI). Tamariz, 2014 y por autores. 

 

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

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

 

    AMN = AMB – (ABM+ABS) 

 

En la fórmula de la Figura 22: 

   

[Glucosa]= (
𝐴𝑀𝑁−0,0236

1,9504
) mg/mL en ello se calcula la concentración de los azúcares 

reductores en la reacción de la actividad catalítica, se deriva a “x” como AMN. 

 

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

 

[X glu] =  (
𝐴𝑀𝑁−0,0236

1,9504
) x 1000 ug/mL 

 

Calculando en unidades Enzimáticas: 

 

 

U = 
# µ𝑀

𝑡(𝑚𝑖𝑛)
 ,…… (1) 

 

# µ𝑀 = 
𝑋µ𝑔

𝑃𝑀 (𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎)
 , …… (2) 

 

 

 Reemplazar 2 en 1: 

 

  U = 
𝑋µ𝑔

𝑃𝑀 (𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎) 𝑥 𝑡 (𝑚𝑖𝑛)
 , los tiempos fueron cada 4 horas. 

 

Ahora dividirlo en el volúmen de reacción que fue 1 mL, quedando la fórmula de la 

siguiente manera:  

 

U/L = (
𝑋µ𝑔

180 𝑥 𝑡 (𝑚𝑖𝑛)
) 𝑥 1000 
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ANEXO VIII: DATOS OBTENIDOS DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA 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 

    Rx. 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: DETERMINACIÓN DE CELULOSA, RENDIMIENTO DE BIOMASA Y 

PRODUCTO POR CONSUMO DE SUSTRATO 

  
 
 
Pesos de celulosa (g/L)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Peso seco del residuo (gr)                                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datos de biomasa (x), sustrato (s) y producto (p) durante las 12 horas del proceso. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tiempo 
(h) 

CMC 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 

Tiempo 
(h) 

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 

Tiempo (h) 
CMC Frutas Verduras Tubérculos 

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 determinación 
del rendimiento, a partir de los datos anteriores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
Fórmulas para la obtención de los rendimientos (Yx/s y Yp/s)   
 
 

 Y x/s =  
𝑋 − 𝑋𝑜

𝑆 − 𝑆𝑜
 

 

 Y p/s =  
𝑃 − 𝑃𝑜

𝑆 − 𝑆𝑜
    

 

 Qp =  
𝑃 − 𝑃𝑜

𝑇𝑓 − 𝑇𝑜
 

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

 CMC 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 

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: ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL RENDIMIENTO Yx/s, Yp/s y Qp 

 
 
 
 

Yp/s 

Promedio 0,853 

Error  0,083 

Mediana 0,888 

Desviación estándar 0,166 

Varianza  0,028 

Rango 0,391 

Mínimo 0,623 

Máximo 1,014 

Suma 3,412 

Cuenta 4 

Nivel de confianza(95.0%) 0,264 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Yx/s 

Promedio 0,427 

Error  0,038 

Mediana 0,424 

Desviación estándar 0,076 

Varianza  0,006 

Rango 0,138 

Mínimo 0,362 

Máximo 0,5 

Suma 1,710 

Cuenta 4 

Nivel de confianza(95.0%) 0,121 

Qp 

Promedio 0,006 

Error  0,0002 

Mediana 0,006 

Desviación estándar 0,0004 

Varianza  1,9213E-07 

Rango 0,001 

Mínimo 0,006 

Máximo 0,007 

Suma 0,024 

Cuenta 4 

Nivel de confianza(95.0%) 0,0007 
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Análisis de varianza     

     

RESUMEN     

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza 

Yp/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 
de los grupos 

Total de 
cuadrados 

Promedio Probabilidad Valor crítico 

Entre Yp/s, 
Yx/s, Qp 

1,435 0,717 4,5492E-06 4,257 

Dentro de 
Yp/s, Yx/s, 

Qp 
0,099 0,011   

     

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  
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Gene 16S ARN ribosomal del cultivo Bacillus subtilis. 
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Gene 16S ARN ribosomal del cultivo Brevibacillus laterosporus BL-2, secuencia parcial. 
 
La parte sombreada indica el nombre de la bacteria, se empleó búsqueda rápida pore 

specie B. aterosporus, señalando score máximo. 
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ANEXO XII: FORMATOS DE INGRESO A LA UNIVERSIDAD AGRARIA LA MOLINA. 
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AISLAMIENTO, CARACTERIZACIÓN E IDENTIFICACIÓN 

MOLECULAR DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE 

CELULASAS EN INTESTINO DE LOMBRIZ DE TIERRA Y SU 
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