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RESUMEN	

La producción de celulasas bacterianas en hongos y bacterias celulolíticas ha generado 

gran interés por sus propiedades enzimáticas, tales como estabilidad a altas temperaturas, 

amplios rangos de pH y concentraciones de iones elevados, entre otras. En este trabajo se 

aislaron microorganismos con potencial celulolítico a partir de muestras de composta, 

lombricomposta, suelo volcánico y bosque; localizados en Nuevo Parangaricutiro, 

Michoacán. Se obtuvieron 25 aislados con actividad celulolítica, y se caracterizaron de 

acuerdo con los análisis de morfología celular, colonial, tinción de Gram y cinética de 

crecimiento en medios de cultivo suplementado con carboximetilcelulosa (CMC). 

Posteriormente se realizarón pruebas de crecimiento a diferentes temperaturas, dónde se 

observó que 8 eran capaces de crecer a temperaturas de hasta 70 ºC y 17 hasta 

temperaturas de 40 ºC. Adicionalmente se cuantificó la actividad celulolítica por medio de 

la determinación de azúcares reductores en extractos de los cultivos líquidos, dónde se 

usó CMC como fuente de carbono. Los aislados S1Z2A, S5Z1A y S3Z3D, mostraron la 

mayor capacidad celulolítica con 100 µg de glucosa por mL en 22 horas de incubación. La 

identificación y filogenia de 18 de los 25 aislados se logró a través de la comparación de la 

secuencia del gen ribosomal 16S, de los cuales, 17 presentaron homología con el género 

Bacillus y uno con el género Stenotrophomonas. Por su parte, la inferencia de relaciones 

filogenéticas con base en la secuencia del gen 16S, indicó que 10 aislados son afines a B. 

pumillus; los aislados S2Z1B, S2Z1E, S2Z2E y S3Z3C se agrupan con B. subtillis; S2Z1F, 

S2Z2B y S2Z2 con B. altitudinis/tequilensis y S1Z5A con Stenotrophomonas spp. 

Finalmente, los aislados S2Z1B, S2Z1E, S2Z2E, S3Z1B y S3Z3E fueron capaces de 

desarrollarse simultáneamente in vitro sin generar antagonismos. Se propone su 

evaluación individual o en consorcios para practicas biotecnológicas y agrícolas. 

Palabras clave: Carboximetilcelulosa, aislados, celulolítico, filogenia y extractos.	
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ABSTRACT 

The production of bacterial cellulases in fungi and bacteria, has generated great interest 

due to the enzymatic properties of these proteins, such as their stability at high 

temperatures, wide pH ranges of activity, and elevated ion concentrations tolerance, among 

others. In this work, microorganisms with cellulolytic potential were isolated from samples 

of compost, worm compost (manure worms), soil from the Paricutin volcano and two other 

from distinct forest sites; located in Nuevo Parangaricutiro, Michoacán. We obtained 25 

cellulolytic isolates, that were characterized by analysis of cell, colony morphology, Gram-

stain and growth kinetics in culture media supplemented with carboxymethylcellulose 

(CMC). The isolates underwent growth tests at different temperatures, where it was 

observed 8 of them were able to grow at temperatures up to 70 ºC and 17 were able to 

grow up at temperatures below 40 ºC. The cellulolytic activity of the isolates was quantified 

indirectly by measuring the reducing sugars in culture extracts growth in liquid medium for 

each isolate, where CMC was used as a carbon source. The isolates S1Z2A, S5Z1A and 

S3Z3D, showed the highest cellulolytic capacity with 100 g of glucose per mL in 22 hours 

of incubation. The identification and phylogeny of 18 of the 25 isolates was achieved 

through the comparison of the sequence of the rDNA 16S, 17 isolates presented homology 

with the genus Bacillus and one with the genus Stenotrophomonas spp. The phylogenetic 

inference based on the sequence of the gene 16S, indicated that 10 isolates are related to 

B. pumillus; isolates S2Z1B, S2Z1E, S2Z2E and S3Z3C are grouped with B. subtillis; 

S2Z1F, S2Z2B and S2Z2 with B. altitudinis/tequilensis and S1Z5A with Stenotrophomonas. 

Finally, S2Z1B, S2Z1E, S2Z2E, S3Z1B and S3Z3E were able to develop simultaneously in 

vitro in co-culture without generating antagonisms among them. We propose individual 

evaluation or in consortiums for biotechnological purposses. 

Key words: carboxymethylcellulose, isolated, cellulolytic, phylogeny and extracts. 
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I. INTRODUCCIÓN 

En la naturaleza existen diversas condiciones que interactúan con los procesos vitales de 

los microorganismos. Los factores geoquímicos (pH y salinidad) y físicos (temperatura, 

presión y radiación), actúan como agentes estresantes sobre la diversidad de 

microorganismos (Van den Burg 2003). Existen microorganismos capaces de presentar 

una respuesta de adaptabilidad en ambientes extremos; estos con características en la 

diferenciación de expresión de genes, síntesis de tipos particulares de enzimas y 

resistencia a los valores extremos de parámetros ambientales (pH, temperatura, presión) 

(Clarke 2003). La presencia de microorganismos con dichas condiciones son importantes 

para su uso en la biotecnología (Nicolaus et al., 2010 ; Ferrer et al., 2007). Es por ello, que 

en años recientes la busqueda de microorganismos co potencial biotecnológico se ha 

centrado en la microbiota natural (Godoy et al., 2013). Las Bacterias y Archaea a menudo 

se describen como los organismos más resistentes para sobrevivir en ambientes expuestos 

a duras condiciones dificiles (Wilson y Brimble, 2009). Durante el proceso de intemperismo, 

después de las etapas iniciales, favorecidas por factores físicos y químicos, se propicia el 

establecimiento de microorganismos con ciertas particularidades metabólicas como 

fotótrofos fijadores de nitrógeno y quimiolitótrofos. Posteriormente, las interacciones de 

microorganismos con raíces de plantas favorecen el establecimiento de comunidades 

vegetales (Voroney, 2007). La microbiota natural secreta enzimas hidrolíticas y 

despolimeriza los componentes orgánicos de diferentes residuos orgánicos (Rodríguez y 

Llenque, 2016). Poli et al. (2010) describen la biosíntesis de polisacáridos como una etapa 

importante de supervivencia, ya que los polisacáridos cubren y protegen a las células 

contra el medio ambiente, manteniendo la temperatura y contribuyndo a la adquisición de 

nutrientes. Desde un punto de vista biotecnológico, podría ser útil estudiar los organismos 

que se encuentran en ambientes hostiles; estos organismos pueden poseer enzimas que 

degradan moléculas complejas, como la celulosa, la cual esta presente en la mayoria de 

los desechos vegetales fibrosos (Blumer-Schuett et al., 2008 ; Bisaria y Ghose, 1981). Se 

sabe que, dede 1930 este tipo de moleculas han sido implementadas en las industrias de 

alimentos, textiles, biocombustibles, alimento animal y en la agrobiotecnología (Bhat, 

2000). Sin embargo, debido a su compleja estructura, la degradación completa de la 

celulosa requiere la actividad de diversas enzimas, denominadas celulasas (Tengerdy y 
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Szakacs 2003). La endoglucanasa, exoglucanasa, celobiohidrolasa y glucosidasa, son 

celulasas que actúan de manera complementaria en la hidrólisis de oligosacáridos y 

polisacáridos unidos mediante enlaces b 1-4 a monómeros de glucosa (Pachón y Perea, 

2010). De manera específica la endo b 1-4 glucanasa hidroliza aleatoriamente los enlaces 

b 1-4 glucosídicos intramoleculares, para generar oligosacáridos. Por su parte la exo b 1-

4 celobiohidrolasa catabolíza los extremos no reductores del sustrato generando unidades 

de celobiosa o glucosa y por último la β 1-4 glucosidasa, completa el proceso hidrolítico 

convirtiendo los fragmentos de celobiosa a glucosa (Viteri et al., 2016). Así, el aislamiento 

de microrganismos capaces de degradar las celulosas, tendrían amplias aplicaciones en 

la industria, posiblemente apoyando el desarrollo de procesos de fermentación alternativos 

a temperaturas más altas o más bajas, optimizando la degradación de la celulosa, o 

inhibiendo la contaminación durante este proceso (Gorlach-Lira y Coutinho 2007). Tales 

desarrollos podrían mejorar la optimización de la conversión de celulosa, generando otros 

azúcares y mejorando aún más la generación de biofertilizantes para la agricultura (Wilson 

2009; Leschine 1995; Hough y Danson 1999). El suelo y zonas que se encuentran en 

ambientes extremos puede servir como fuente de bioprospección de organismos celulíticos 

que producen varias celulasas, entre otras cosa, por que los microorganismos que se 

desarrollan en condiciones extremófilas son capaces de sintetizar proteínas capaces de 

resistir condiciones fisico-quimicas de medios extremos como pH, temperatura, salinidad, 

entre otras. Además el compostaje es una alternativa donde se reduce el volumen y el peso 

en un 50 % de los residuos oraganicos; dando como resultado un producto estable que 

puede utilizarse para mejorar las propiedades químicas y físicas de los suelos para fines 

agrícolas (Medina et al., 2015). Es por ello que en el presente trabajo se propuso aislar y 

caracterizar bacterias edáficas con actividad celulolítica extraídas de cinco zonas de Nuevo 

Parangaricutiro, Michoacán. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Compostaje 

El compostaje es una herramienta biotecnológica importante para el tratamiento de 

residuos agrícolas que conlleva un proceso de descomposición biológica aerobia. Con la 

adecuada humedad y temperatura se da una transformación higiénica y segura de los 

residuos orgánicos. Posterior a la transformación se obtiene un insumo de material 

homogéneo y asimilable para las plantas, un ejemplo son los ácidos húmicos destinados 

para la producción agrícola que ayudan para mejorar las propiedades químicas y físicas 

de suelos (Medina et al., 2015). 

Ya que el compostaje es un proceso biológico llevado a cabo por microorganismos, se 

deben tener en cuenta diversos parámetros que afectan el crecimiento y reproducción de 

la microbiota. Estos factores incluyen el oxígeno o aireación, la humedad de sustrato, 

tamaño de partícula, temperatura, pH, pruebas de calidad (la relación C:N, contaminación 

con metales pesados y microbiológicos) (Castillo et al., 2016). La humedad óptima para el 

crecimiento microbiano se encuentra entre el 50 y 70 %. La actividad biológica decrece 

cuando la humedad está por debajo del 30 %. Por encima del 70 % el agua desplaza al 

aire en los espacios libres existentes entre las partículas, se reduce por lo tanto la 

transferencia del oxígeno produciendo anaerobiosis (Álvarez, 2003). 

Es posible interpretar el compostaje como el sumatorio de procesos metabólicos realizados 

por parte de diferentes microorganismos, que en presencia de oxígeno, aprovechan el 

nitrógeno (N) y el carbono (C) presentes para producir su propia biomasa (Camacho et al., 

2014). La relación C/N óptima durante el inicio del proceso del compostaje de residuos, es 

de 25 hasta 35. Si la relación es más alta, la descomposición es más lenta y una baja 

relación impide la descomposición, por lo que se considera que una relación de 30/1 es 

favorable para el desarrollo de los microorganismos (Salazar, 2014). Si la relación es < 20 

durante el compostaje, se podría producir amoníaco, lo cual no solamente daña al medio 

ambiente sino también empeora el proceso de composteo (Camacho et al., 2014). 

Al descomponerse la materia orgánica inicial, los microorganismos desprenden calor 

medible a través de las variaciones de temperatura a lo largo del tiempo. Según la 
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temperatura generada durante el proceso, se reconocen tres etapas o fases principales del 

compostaje, además de una etapa de maduración (Bonilla y Rivas, 2004). Las fases se 

definen convencionalmente en términos de los tipos de poblaciones de bacterias y hongos 

que proliferan en las gamas de diferentes temperaturas; fase mesófila (21 – 48 ºC), 

termófila o higienización (45 – 68 ºC) mesófila II o enfriamiento (40 – 45 ºC) y maduración 

(Gaitán y Peréz, 2007). 

2.1.1 Fase Mesófila  

El proceso de compostaje comienza con material orgánico abundante a temperatura 

ambiente. En pocos días e incluso en horas, la temperatura aumenta hasta los 45 ºC. Este 

aumento de temperatura es debido a actividad microbiana mesofílica donde predominan 

las bacterias, levaduras, mohos y actinomicetos. Salazar en 2014 menciona que en esta 

fase los microorganismos utilizan las fuentes sencillas de C y N generando calor. La 

descomposición de compuestos solubles, como azúcares, almidón, proteínas y ácidos 

orgánicos, liberan gran cantidad de energía por tanto el pH puede bajar hasta cerca de 4.0 

o 4.5 con una duración de entre dos y ocho días (Paradelo et al., 2013). 

2.1.2 Fase Termófila o Higienización  

Esta fase comienza cuando el material alcanza temperaturas mayores que los 45 ºC, los 

microorganismos mesófilos son reemplazados por aquellos que crecen a mayores 

temperaturas,	principalmente por bacterias del grupo de actinomicetos (Micromonospora y 

Streptomyces y bacterias termofílicas (Álvarez, 2003). A partir de los 60 ºC las bacterias 

que producen esporas y actinobacterias, son las encargadas de descomponer las ceras, 

hemicelulosas y otros compuestos complejos de celulosa. Esta fase puede durar desde 

unos días hasta meses según la composición de material orgánico, las condiciones 

climáticas y otros factores (Olalde y Aguilera, 1998). 

Esta fase también recibe el nombre de fase de higienización ya que el calor generado 

destruye bacterias y contaminantes de origen fecal como Eschericha coli y Salmonella spp., 

esta fase es importante ya que las temperaturas por encima de los 55 °C inhiben el 

crecimiento de quistes, huevos de helminto,	esporas de hongos fitopatógenos y semillas 
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de malezas que pueden encontrarse en el material de partida, dando lugar a un producto 

higienizado (Gaitán y Peréz, 2007). 

2.1.3 Mesófila II o enfriamiento 

En la tercera etapa donde ya se agotaron las fuentes de carbono y en especial el nitrógeno 

de fácil asimilación en el material de composteo, la temperatura desciende nuevamente 

hasta los 40 – 45 ºC. Durante esta fase, continúa la degradación de polímeros como la 

celulosa y aparecen algunas bacterias de los géneros Cellulomonas, Bacillus, Clostridium, 

Corynebacterium, Sporocytophaga, Vibrio, Streptomyces y Pseudomonas; además son 

comunes hongos de los géneros Aspergillus y Mucor, que pueden ser visibles a simple 

vista. Al bajar de 40 ºC, los organismos mesófilos reinician su actividad y el pH se mantiene 

ligeramente alcalino. Esta fase de enfriamiento requiere de varias semanas y puede 

confundirse con la fase de maduración (Román et al., 2013; Thomas y Schaechter, 2012). 

2.1.4 Maduración  

Es un período que demora meses a temperatura ambiente, durante los cuales se producen 

reacciones secundarias de condensación y polimerización de compuestos carbonados 

para la formación de ácidos húmicos y fúlvicos (Camacho et al., 2014).  

Una alternativa para mejorar el proceso de composteo es la búsqueda de microorganismos 

con capacidad de sintetizar enzimas hidrolíticas bajo diferentes condiciones de pH y 

temperaturas que permitan acelerar el proceso de compostaje. Se asume que este proceso 

se acelera al incrementar el número de microorganismos nativos o externos, mediante la 

bioaumentación que es la adición artificial de la microbiota (Peña Acuña. 2009 y Camacho 

et al., 2014). 

2.2 Celulosa 

La celulosa es el biopolímero más abundante en el planeta, comparado con los demás 

biopolímeros juntos (Mathews J. et al., 2006). Fue descubierta en 1838 por el químico 

francés Anselmo Payen tras tratar diferentes tejidos vegetales. Las fibras tratadas eran de 

un material con formula química (C6H10O5)n con un valor mínimo de n=2000, igual al azúcar 
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y almidón (Figura 1) (Wüstenberg, Tanja et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

	

	

	

	

Figura 1. Estructura general de las fibras de celulosa biosintetizadas por plantas. 

La biosíntesis de celulosa en la naturaleza ocurre en diferentes microorganismos, 

principalmente plantas y algunos grupos de hongos (género Dictyostelium); sin embargo, 

también se puede obtener celulosa de manera sintética por síntesis enzimática en 

condiciones in vitro a partir de derivados de glucosa bencilados (Nakatsubo et al., 1996). 

En la industria, la fuente principal de materia prima para la celulosa es la pasta derivada 

de la madera (Anon, 2005). Para la producción de papel se utiliza el 97 % de pulpas de 

celulosa y sólo el 0,24 % para la producción de fibras, biopelículas y la síntesis de ésteres 

y éteres de celulosa (Wüstenberg, Tanja et al., 2014). En plantas, las paredes celulares se 

son un importante repositorio natural de celulosa, ésta se deposita en forma de microfibras 

de celulosa cristalina, que se embeben en una matríz de polisacáridos complejos de los 

que se distinguen dos clases: pectinas y hemicelulosa. Estos tres elementos principales 

constituyen la pared primaria de los vegetales, la cual puede sufrir procesos de expación 

por elongación celular (Cosgrove, 2005). La pared secundaria se deposita una vez que el 

proceso de elongación celular cesa, lo que ocurre de manera particular, en elementos 

traqueales y fibras en plantas vasculares. La composición de la pared celular secundaria 
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tiene como base microfibras de celulolsa, las cuales están ligadas entre sí por polímeros 

estructuralmente complejos como hemicelulosa y lignina (Zong y Ye, 2015). 

2.3 Estructura de la celulosa 

La celulosa es un polisacárido compuesto por moléculas de b-D- glucosa unidas por 

enlaces b 1- 4 (Ramírez, 2014). Su peso molecular es variable, con fórmula empírica 

(C6H10O5)n y con un valor mínimo de n=200 (Gómez et al., 2013). Cada monómero de 

glucosa tiene una rotación de 180 grados respecto a su eje, el cual se estabiliza por la 

formación de enlaces inter e intramoleculares de puentes de hidrógeno. Estas uniones dan 

origen a cadenas lineales con grupos OH- de distintas cadenas yuxtapuestas de glucosa, 

evitando ser solvatadas por agua (Figura 2) dando lugar a la formación de un polímero no 

ramificado (Llacza, 2012 y Paradelo et al., 2013). 

 

 

 

Figura 2. Estructura de la celulosa; a la izquierda b- glucosa; a la derecha la unión de moléculas de b-glucosa 
por enlaces tipo b 1- 4. 

La celulosa puede llegar a formar 6 estructuras cristalinas distintas: celulosa I, II, III, IV, V 

y VI. La celulosa I y II se encuentran en la naturaleza, las demás son obtenidas por medio 

de transformaciones químicas o térmicas. La celulosa I se divide en dos formas más Iα y 

Iβ (Figura 3), la forma Iα es sintetizada por bacterias y algas, mientras que la celulosa Iβ 

predomina en las plantas (Sturcova et al., 2004). Esta última presenta mayor grado de 

cristalinidad y estabilidad termodinámica, ya que se puede obtener de la naturaleza o por 

un proceso de regeneración de la celulosa I (Credou et al., 2014). A partir de las dos formas 

antes descritas y mediante las transformaciones químicas esquematizadas en la Figura 4, 

es posible obtener las demás formas cristalinas que existen (Figura 4).  
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Figura 3. Representación de las estructuras Iα y Iβ ilustradas por Sturcova et al., 2004 y Credou et al., 2014. 

 

Figura 4. Esquema de la obtención de estructuras cristalinas de la celulosa mediante transformaciones 
químicas descrita por Klemm et al., 2005.  

2.4 Biosíntesis de la celulosa 

Un modelo molecular y bioquímico basado en fibras de algodón (Gossypium hirsutum L. cv 

Acala SJ-1) sugieren que la síntesis de celulosa depende de la actividad enzimática de la 

sacarosa sintasa (SuSy; 2.4.1.13 E.C.) que cataliza la reacción.  

SUC + UDP = UDP-Glc + FRU. 

En plantas superiores, la molécula precursora de las unidades de glucosa de la celulosa 

es la sacarosa, la cual es catabolizada por la SuSy para generar como producto fructosa y 
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UDP-glucosa. En una reacción subsecuente, la UDP-glucosa es usada como sustrato por 

la celulosa sintasa, enzima que se encuentra localizada en la membrana plasmática y en 

forma de roseta con varias subunidades de celulosa sintasa unidas (Jarvis et al., 2013). La 

zona de biosíntesis está asociada con la pared celular secundaria, la cual cuenta con alto 

contenido de celulosa (Amor et al., 1995; Haigler et al., 2001). Este modelo fue demostrado 

por microscopía electrónica, entre otras cosas, por la localización subcelular de la SuSy 

por inmunolocalización, que se encontró asociada a los sitios de formación de paredes 

secundarias (Salnikov et al., 2001). El modelo de biosíntesis de celulosa en dónde está 

implicada la SuSy, sugiere que la sacarosa es el sustrato preferido para la síntesis de 

celulosa, por lo menos durante la deposición de la pared secundaria, como se ha 

demostrado directamente en las fibras de algodón (Acharya et al., 2012). Es por ello que 

se considera que la disponibilidad de sacarosa en la célula podría afectar a la tasa de 

síntesis de celulosa (Figura 5). La canalización de UDP-Glucosa a celulosa sintasa 

mediada por SuSy, da como resultado la liberación de una molécula de Fructosa, la cual 

puede ser ingresada a la ruta de biosíntesis de celulosa a través de la acción de sacarosa-

fosfato sintasa (Delmer, 1999).  
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Figura 5. Diagrama desglosado de la síntesis de la celulosa con la interacción de la P-Susy. P-Susy muestra 
a canalización de UDP-glc en la síntesis (Haigler et al., 2001). 

2.5 Catabolismo enzimático de celulosa 

Existen diversas enzimas importantes involucradas en distintos procesos que conllevan a 

la formación de polímeros. Tal es el caso del ciclo del C donde actúan endocelulasas, 

exocelulasas, y b-glucosidasas. Además, un conjunto diverso de enzimas, tales como 

endoxylanasas, xilosidasas, xiloglucanasas, endomanosas, manosidasas, fucosidasas, 

arabinosidasas, pectinasas y ligniloliticas, que son necesarias para la hidrólisis de otros 

polímeros (Rytioja et al., 2014 y Lladó et al., 2017). Sin embargo, las glicosil-hidrolasas(GH) 

son enzimas que catalizan la hidrólisis de enlaces glicosídicos y, para lograr una hidrólisis 

eficiente de la celulosa y hemicelulosa, se complementan con otras enzimas, como las 

xilanasas, las esterasas que remueven esteres fenólicos, metilo y acetilo o bien 

polisacárido liasas y monooxigenasas líticas de polisacáridos (Payne et al., 2005).  

2.5.1 Estructuras implicadas en el catabolismo de la celulosa  

Las investigaciones se han centrado en cuatro estructuras de importancia, debido a su 

adherencia específica a la celulosa. La primera es mediante complejos llamados 

celulosomas, la segunda por la adhesión de fimbrias (Morrison y Miron, 2000), la tercera 

por la unión de carbohidratos en la capa del glicocálix bacteriano (Miron y Forsberg, 1999) 

y la cuarta por la unión enzimática (Mitsumori y Minato, 1999). 

2.5.1.1 Adherencia mediante complejos de celulosoma  

Los celulosomas son complejos multienzimáticos especializados en la adherencia y 

degradación de la celulosa que reside en la superficie celular. El complejo celulosómico se 

compone de una subunidad no catalítica central llamada scaffoldin (andamiaje) y un 

dominio de acoplamiento llamado dockering (Shoham y Lamed., 1999). El celulosoma más 

complejo y mejor investigado es el de la bacteria termófila Clostridium thermocellum y más 

recientemente en otras bacterias y hongos evolutivamente más distantes. Sin embargo, 

cabe señalar que muchos de los sistemas celulolíticos, particularmente en 

microorganismos aerobios, están constituidos por enzimas libres (Warren., 1996; Bayer et 

al., 1998; Chen et al., 1998). Los celulosomas son complejos multienzimáticos cuyos 
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componentes actúan de manera sinérgica para hidrolizar a la celulosa (Bayer et al., 1994). 

Inicialmente dicho complejo fue descrito como un factor antigénicamente activo que se une 

a la celulosa y que se localiza en la superficie de la célula. Los celulosomas funcionan 

como estructuras exocelulares especializadas, que catalizan la hidrólisis de celulosa y 

hemicelulosa (Hernández et al., 1999).  

El grado de polimerización, la cristalinidad, el área superficial y el tamaño de partícula de 

la molécula de celulosa influyen en la susceptibilidad a la hidrólisis enzimática. La actividad 

enzimática de las celulasas puede ser medida de dos formas básicas mediante la actividad 

individual de cada celulasa (endoglucanasas, exoglucanasas y b-glucosidasas) y por la 

actividad total de las celulasas sobre la celulosa amorfa y cristalina como se muestra en la 

Figura 6, donde las celulasas actúan en ambas regiones para culminar con la formación 

de monómeros (Bonilla y Rivas, 2004). 

Se conocen diversos factores asociados con la naturaleza del sistema enzimático de las 

celulasas, que a su vez influencian la actividad de las enzimas implicadas y el proceso 

hidrolítico. Estos incluyen: inhibición del complejo de celulasas por el producto final, 

inactivación térmica, sinergismo y adsorción irreversible de las enzimas, teniendo estos 

últimos la mayor influencia en la tasa de degradación del polisacárido (Mansfield et al., 

1999). El sinergismo ocurre cuando la acción combinada de dos o más enzimas aumenta 

la tasa de acción sobre el sustrato respecto a la acción individual (Román et al., 2013). La 

adsorción de las celulasas es facilitada por la presencia de dominios en el sustrato 

mediante uniones por fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrogeno que ayudan a la 

estabilidad enzima – sustrato (Paradelo et al., 2013).  
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Figura 6. Diagrama de las celulasas endoglucanasas, exoglucanasas y b-glucosidasas sobre la celulosa 
amorfa y cristalina. 

2.5.1.2 Endoglucanasas 

Las endoglucanasas son enzimas que actúan al azar sobre los enlaces β 1– 4 glucosídicos 

presentes en las regiones amorfas de la celulosa o sobre la superficie de las microfibrillas, 

lo cual provoca la disminución del grado de polimerización de la celulosa. Esto trae como 

consecuencia la creación de nuevos extremos no reductores, que sirven de sustrato para 

la posterior acción de exoglucanasas y el lento incremento de azúcares reductores como; 

glucosa, celobiosa (disacárido) y celotriosa (trisacáridos) (Llacza, 2012). 

Su actividad es con frecuencia medida sobre celulosa soluble con alto grado de 

polimerización, como es el caso de la carboximetilcelulosa (CMC) y celulosa amorfa tratada 

con H3PO4 o álcali mediante la adición de rojo Congo, debido a que el colorante es 

adsorbido sólo por largas cadenas de polisacáridos (Yang et al., 2014). Pero también, la 

medición de la actividad de endoglucanasa puede estar basada en la reducción de la 

viscosidad del sustrato y/o en el incremento de extremos reductores (Badía y Hernández, 

2011 y Couturier y Berrin, 2013).  

2.5.1.3 Exoglucanasas 

Las exoglucanasas (celulosa 1,4-β-celobiosidasas EC 3.2.1.91), también llamadas 

celobiohidrolasas, hidrolizan los monómeros de glucosa de los extremos accesibles de la 
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molécula de celulosa y de las celodextrinas en los enlaces b 1– 4 D glucano a partir del 

extremo no reductor para liberar glucosa y celobiosa (Wilson y Kostylev, 2012). La acción 

de las exoglucanasas se realiza mediante una adsorción y formación del complejo enzima-

sustrato, seguida de la formación del producto. Existen sustratos adecuados que pueden 

ser implementados para la medición de la actividad exoglucanasa. Tal es el caso de la 

celulosa cristalina (Avicel) que tienen un bajo grado de polimerización y una baja 

accesibilidad (Viviano et al., 2011 y Yang et al., 2014). 

2.5.1.4 b-glucosidasas 

Después de la degradación en zonas amorfas de la celulosa y la hidrólisis de la región 

cristalina, por la acción de la endoglucanasas y la exoglucanasas. Actua la β-glucosidasa 

que hidroliza la celobiosa soluble y otras celodextrinas y que al final producen glucosa 

(Couturier y Berrin, 2013). La actividad de esta enzima puede ser medida usando 

celobiosa, la cual no es hidrolizada por las endoglucanasas ni exoglucanasas (Gómez et 

al., 2013). 

La β-glucosidasa es necesaria para hidrolizar la celobiosa y la celotriosa previniendo de 

esta manera la inhibición de las exoglucanasas por acumulación de producto y por generar 

un aumento en la tasa hidrolítica. La hidrólisis de la celobiosa difiere de otras reacciones 

enzimáticas en que el sustrato es soluble y requiere una previa adsorción de la enzima al 

sustrato (Parillo et al., 2016). 

Además del mecanismo clásico de hidrólisis de celulosa, existen otras enzimas descritas 

recientemente involucradas en la lisis oxidativa de este polímero, las llamadas PMOs 

(Polysaccharide monooxygenases), previamente clasificadas como GH61 en hongos o 

CBM33 en bacterias (Beeson et al., 2015).  

La utilización de las celulasas a nivel industrial ha alcanzado el 8 % de las demandas 

enzimáticas. En Estados Unidos el mercado de las celulasas se ha estimado en 400 

millones de dólares por año (Zhang et al., 2006). Dichas enzimas son empleadas para la 

industria textil, producción de alimento animal y detergentes (Hill et al., 2006 y Elba et al., 

2007). Además, se están empleando en la bioconversión de biomasa celulósica renovable 
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a productos químicos de la materia.  

2.5.1.5 Adherencia por fimbrias 

Las fimbrias son apéndices o pelos cortos superficiales adheridos a las células bacterianas 

con un grosor de 5 a 7 nm de ancho y de 100 a 200 nm de longitud y que ayudan como 

forma de anclaje a la superficie. Se han identificado tres tipos de fimbrias en bacterias 

Gram-positivas como Actinomyces viscosus y Streptococcus sanguis (Lindberg et al., 1987 

y Pell y Schofield., 1993). El mecanismo de las fimbrias es mediante la invaginación de la 

membrana citoplasmática a través de los poros de la pared celular y la cápsula. Estas 

estructuras son implementadas para la colonización durante el proceso de infección. 

Algunas pueden contener lectinas, las cuales son necesarias para adherirse a las células 

puesto que pueden reconocer las unidades de oligosacáridos presentes en la superficie de 

estas células (Suescún et al., 2006). 

2.5.1.6 Adherencia de carbohidratos a la capa de glicocálix bacteriano 

La evidencia sobre esta adherencia de carbohidratos se ha encontrado de la observación 

de la microscopía electrónica (Cheng y Costerton, 1980). Diversos estudios demuestran 

que la capa bacteriana superior está compuesta de glicoproteínas (residuos de hidratos de 

carbono) que están implicados en la adherencia de las bacterias (Montoya Villafañe., 

2008). La adhesión celular se produce tanto por fuerzas electrostáticas además de otras 

interacciones inespecíficas y por moléculas de adhesión celular como la proteasa y 

dextranasa. Las cuales en conjunto protegen la bacteria contra los fagocitos. La evidencia 

más directa del papel de los hidratos de carbono en la adhesión se dio en Fibrobacter sp. 

(Šimić et al., 2015). 

2.5.1.7 Adherencia mediante unión enzimática  

Para que exista esta unión se requiere del dominio catalítico activo responsable de la 

ruptura hidrolítica de los enlaces glucosídicos y el dominio de unión que une las enzimas 

bacterianas a su sustrato. Se ha demostrado que las bacterias que carecen de estos 

dominios son menos adherentes y en algunos casos, menos capaces de digerir la celulosa 

cristaloide (Tomme et al., 1995). En Fibrobacter succinogenes se han identificado distintos 
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dominios de unión, incluido el dominio de unión a celulosa de endoglucanasa 2 (EG2) y 

EGF (Bai et al., 2017). 

2.6 Hemicelulasas  

Las hemicelulasas pueden agruparse en aquellas que actúan sobre la cadena principal de 

las hemicelulosas y las enzimas des ramificantes que actúan removiendo los residuos 

sustituyentes de la cadena principal. 

El xilano es el tipo de hemicelulosa más abundante en la naturaleza (presente 

principalmente en paredes celulares de cereales) y entre las enzimas que lo lisan se 

incluyen las β-1,4-endoxilanasas (EC 3.2.1.8), generalmente pertenecientes a las familias 

GH10 y GH11, generando xilooligosacáridos como producto de hidrólisis.  

Se han descrito recientemente algunas enzimas con actividad xilanasa clasificadas dentro 

de las familias GH 5, 7, 8, 26 y 43. Por otro lado, las β-1,4- xilosidasas (EC 3.2.1.37), actúan 

sobre xilooligómeros de cadena corta y xilobiosa, liberando xilosa, y pertenecen 

principalmente a las familias GH3, 39, 43, 52 y 54 (Couturier y Berrin, 2013). Un grupo de 

enzimas muy importantes son las desramificantes, que incluyen α-L-arabinofuranosidasas 

(EC 3.2.1.55), α-D- glucuronidasas (EC 3.2.1.139), acetil-xilano esterasas (EC 3.1.1.72) y 

feruloil esterasas (EC 3.1.1.73) ya que permiten un mayor acceso de las endoxilanasas a 

la cadena principal de xilano (Bajpai, 2014).  

Las endoxilanasas actúan al azar sobre los enlaces internos del xilano y difieren en su 

especificidad hacia el polímero, ya que algunas rompen la cadena en regiones sin 

sustituciones mientras que otras requieren la presencia de cadenas laterales próximas a 

los sitios de lisis (Pastor et al., 2007). Las mismas se clasifican de acuerdo a sus 

propiedades fisicoquímicas en dos tipos: un grupo de xilanasas de bajo peso molecular (< 

30 kDa) y punto isoeléctrico (pI) básico, pertenecientes a la familia GH11, y otro grupo con 

alto peso molecular (> 30 kDa) y pH ácido, de la familia GH10. La familia GH10 incluye 

enzimas que, además de la actividad endo-β- 1,4, pueden presentar actividad sobre aril-

celobiósidos y xilanos con enlaces endo-β- 1,3. La familia GH11, en cambio, es un grupo 

monoespecífico, consideradas “xilanasas verdaderas”, ya que sólo actúan sobre xilanos 
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(Wong et al., 1988; Collin et al., 2005).  

Otras enzimas que actúan sobre el principal tipo de hemicelulosa de maderas blandas, los 

mananos o glucomananos, son las mananasas (endo-β-1,4-mananasas EC 3.2.1.78), 

pertenecientes a las familias GH5, GH26 y GH113. Las manosidasas (β-manosidasas EC 

3.2.1.25) por su parte liberan manosa y manooligosacáridos de los extremos no reductores 

originados por las mananasas y se incluyen en las familias GH1, GH2 y GH5. Las β-

glucosidasas (EC 3.2.1.21) y α-galactosidasas (EC 3.2.1.22) son enzimas de relevancia en 

la hidrólisis de gluco y galactomananos, respectivamente (Malgas et al., 2015).  

2.7 Aplicaciones industriales de enzimas celulolíticas 

Las aplicaciones biotecnológicas de celulasas y hemicelulasas comenzaron a principios de 

1980, primero en el ámbito de la alimentación animal y luego humana, mientras que el uso 

de pectinasas en la industria de alimentos data de 1930. Posteriormente, estas enzimas se 

comenzaron a utilizar en la industria textil, del lavado y en la del papel. Hoy en día, el uso 

de celulasas, hemicelulasas y pectinasas representa aproximadamente un 20 % del 

mercado mundial de enzimas, principalmente obtenidas de los hongos Trichoderma y 

Apergillus (Bhat, 2000).  

En relación a la industria de alimentos, este tipo de enzimas se utilizan para la extracción 

y clarificación de jugos de frutas y vegetales, en especial pectato liasas y 

poligalacturonasas en combinación con celulasas, xilanasas y mananasas. Las mismas 

permiten una licuefacción del macerado de frutas y vegetales y reducen la viscosidad del 

producto final. Además, algunos tipos de xilanasas son utilizadas para el mejoramiento de 

la calidad de productos de panadería, al aumentar la concentración de arabino 

xilooligosacáridos. Una de las aplicaciones más recientes de xilanasas es en la producción 

de xilooligosacáridos para ser empleados como pre-bióticos en alimentos, al estimular el 

desarrollo de bacterias pro-bióticas benéficas en el intestino (Aachary et al., 2011). En la 

industria del vino y cerveza, el uso de glucanasas y pectinasas mejora la maceración de 

uvas, reduce la viscosidad de la cerveza y modifica algunos residuos aromáticos, 

mejorando el aroma de vinos. En relación a la alimentación animal, el uso de hidrolasas 

(glucanasas y xilanasas) en animales monogástricos mejora el valor nutricional, ya que 
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favorece la digestibilidad del material lignocelulósico de los cereales en el caso de 

rumiantes que se alimentan de forraje (Payne et al., 2005).  

Con respecto a la industria textil y del lavado, las celulasas son de amplia utilidad ya que 

mejoran la calidad de las telas al modificar las fibras de celulosa de una manera controlada. 

Es el caso de los procedimientos denominados bio-stoning de telas que reducen el 

colorante en ciertas zonas de la misma que remueve el exceso de microfibrillas, en especial 

en telas de algodón (Ballesteros, 2010). En la industria de los detergentes y polvos para el 

lavado de ropa, el uso de celulasas mejora el brillo de la misma, la suavidad y remueve la 

suciedad (Bhat, 2000). Las preparaciones de la celulasa de H. insolens que son activas 

bajo condiciones alcalinas suaves (pH 8,5-9) y las temperaturas sobre 50 ºC se agregan a 

los detergentes. Tales celulasas activas bajo condiciones alcalinas aumentan la capacidad 

de limpieza de los detergentes por fibras de contracción selectiva facilitando así la 

eliminación de aceite del espacio entre fibras (Karmakar y Ray, 2011). 

La industria del papel utiliza combinaciones de celulasas y xilanasas en distintas etapas 

del proceso como por ejemplo para la generación de la pulpa del papel y modificación de 

las propiedades de las fibras, así como también en el blanqueo mediante xilanasas y 

mananasas, reduciendo el uso de cloro generalmente empleado en esta etapa (Kuhad, 

2011).  

Una de las principales aplicaciones de las enzimas capaces de hidrolizar biomasa 

lignocelulósica es la producción de combustibles líquidos, en particular bioetanol de 

segunda generación ya que este tipo de biomasa es la única materia prima sustentable si 

se desea enfrentar la gran demanda energética actual. Además, la bioconversión a 

combustibles líquidos y otros químicos tiene varias ventajas en términos de mitigar el efecto 

invernadero y reducir la dependencia a los combustibles fósiles (Tan et al., 2016). El etanol 

de segunda generación se denomina de este modo ya que proviene de una fuente no 

utilizada para la alimentación humana, y se diferencia así de los de primera generación, 

basados en el uso de maíz y caña de azúcar principalmente. Sin embargo, los costos del 

procesamiento de biocombustibles de 2-G en la actualidad superan los de 1-G, teniendo 

en cuenta la recalcitrancia de la biomasa y la falta de enzimas eficientes para sobreponer 

esta dificultad (Kumar et al., 2016).  
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2.8 Microorganismos lignocelulolíticos y celulolíticos 

En el suelo abundan cinco filos de microorganismos Acidobacteria, Actinobacteria, 

Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes, (Lauber et al., 2009). Estos van relacionados 

con las propiedades físicoquímicas del suelo para determinar la composición y abundancia 

de la microbiota que se pueda desarrollar (Johnston et al., 2016; Rinta-Kanto et al., 2016). 

Sin embargo, el pH parece ser el conductor más importante de la composición de la 

comunidad bacteriana en suelos (Prescott y Grayston, 2013; Urbanová, et al., 2015).  

La biomasa forestal (madera muerta y residuos forestales), aumenta los nutrientes 

existentes y sostiene la acidez que ayudan al establecimiento de nichos microbianos 

específicos que se albergan en el ambiente que circunda la raíz de la planta (Figura 7) 

(Hesselink., 2010; Baldrian, 2014 y Kuzyakov y Blagodatskaya, 2015). Cabe señalar que 

de acuerdo al tipo de bosque se da una gran variación de la microbiota, por ejemplo, en 

bosques de coníferas existen principalmente Proteobacterias, Acidobacteria y 

Actinobacteria (Baldrian et al., 2012 y Žifcˇáková et al., 2016), mientras que en bosques 

templados caducifolios la interacción es de proteobacterias (Purahong et al., 2014; 

Urbanová et al., 2015 y López-Mondéjar et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Propiedades climáticas y parámetros fisicoquímicos del suelo en los diferentes nichos de las 
comunidades bacterianas.  
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La actividad microbiana que existe en los suelos es sumamente competitiva. Debido a dos 

partes que influyen en su actividad, una son los procesos de degradación de componentes 

del suelo (materia orgánica, partículas de arcilla) y otra la lixiviación, absorción y 

mineralización de CO2 (Fischer et al., 2010). 

Oades (1984), menciona que existe una competencia por la obtención de los azúcares 

existentes en el suelo entre la microbiota y las raíces de plantas. Sin embargo, los 

microorganismos absorben de manera más fácil los azucares en forma de hexosas como 

glucosa, manosa y galactosa, y difieren por las pentosas como arabinosa y xilosa (Jones y 

Murphy, 2007; Lladó, et al., 2017 y Biernath et al., 2008). Los mono-, di- y oligosacáridos, 

son el resultado de la hidrólisis enzimática de polisacáridos complejos, y son las formas 

más fácilmente asimilables en el metabolismo energético de microorganismos (Cheshire et 

al., 1990; Kuzyakov y Jones, 2006 y Blagodatskaya et al., 2014). 

Además, en los suelos existen microorganismos con la capacidad de degradar 

polisacáridos en partículas más pequeñas. Tal es el caso de microrganismos celulolíticos 

que intervienen en la remoción de paredes celulares vegetales, producción de glucosa y 

en la descomposición de residuos vegetales fibrosos entre otros (Sadhu y Kanti, 2013 y 

Baldrian, 2017b) .	

Durante las últimas tres décadas los hongos celulolíticos y lignocelulolíticos como 

Aspergillus, Penicillium, Schizophyllum, Trichoderma, Phanerochaete y Sclerotium (Goyal 

et al., 1991) han sido empleados debido a su capacidad para producir enzimas celulolíticas, 

su fácil clonación y producción. Además, estos producen complejos multienzimáticos con 

mayor funcionalidad, especificidad y capaz de soportar el estrés ambiental más grande y 

más diverso (Maki y Leung, 2009).  

Sin embargo, el aislamiento y la caracterización de bacterias celulolíticas ha desplazado a 

los hongos debido a que tienen una mayor tasa de crecimiento en comparación con los 

hongos. Además, las propiedades morfológicas, genéticas y moleculares de dichos 

microorganismos las han hecho susceptibles a diferentes tipos de ambientes por lo que 

pueden clasificarse en termofílicas o psicrófilas, alcafílicas o acidófilicas entre otras. 

Procariotas con estas características pueden sobrevivir y producir enzimas celulolíticas en 
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condiciones extremas, por lo que tienen el potencial de ser utilizados en el proceso de 

bioconversión (Miranda et al., 2009). 

2.8.1 Bacterias lignocelulolíticas 

En los suelos es común encontrar bacterias ligninocelulolíticas capaces de degradar 

lignina. Existen Proteobacterias (géneros Sphingomonas, Burkholderia, Enterobacter, 

Ochrobacterium, Pseudomonas, Celulomonas, Streptomyces), Firmicutes (géneros 

Bacillus y Paenibacillus) y Actinobacterias (genéros Rhodococcus, Mycobacteria, 

Microbacterium y Streptomyces) (Masai et al., 2007 y Bandounas et al., 2011). 

Recientemente, se han descubierto que pueden oxidar los enlaces β-O-4 en Lacasa y 

oxidar compuestos fenólicos. (Freedman y Zak, 2015 y Guo et al., 2017). Proteobacterias 

de los géneros Burkholderia, Bradyrhizobium y Azospirillum son altamente activos en 

suelos forestales y contienen grandes cantidades de lacasas. Además tienen la capacidad 

de reducir la toxicidad de los compuestos fenólicos en lugar de degradar la lignina (Nacke 

et al., 2014 y Woo et al., 2014). 

2.8.2 Bacterias celulolíticas 

Existen bacterias capaces de catalizar la hidrólisis completa de celulosa y que comúnmente 

se conocen como celulolíticas verdaderas. Sin embargo, otras bacterias son capaces de 

producir enzimas como endoglucanasas y ß-glucosidasas, que catalizan la degradación de 

los derivados solubles de celulosa o las regiones amorfas de la celulosa cristalina (Yang et 

al., 2014 y (Sadhu y Kanti, 2013). Es por ello que bacterias celulolíticas son empleadas en 

la conversión biológica de la biomasa para biocombustibles renovables (Sadhu y Kanti, 

2013), y algunas otras son característica de acuerdo a su componente enzimático de 

degradación (Cuadro 1). 

Dentro del Dominio Bacteria, los principales géneros celulolíticos se distribuyen en los 

phyla Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria. En términos fisiológicos, 

los sistemas bacterianos celulolíticos más estudiados son los pertenecientes a las 

bacterias aeróbicas Gram positivas Cellulomonas y Thermobifida pertenecientes al phylum 

Actinobacteria y las anaerobias fermentativas del phylum Firmicutes, típicamente Gram 
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positivas, como Clostridium spp., Ruminococcus spp. y Caldicellulosiruptor spp. y algunas 

Gram negativas como Butyrivibrio spp. y Acetivibrio spp. (Ravinovich et al., 2002; Lynd et 

al., 2002). Además, varias especies de los géneros Bacillus y Streptomyces, fueron 

reportadas como celulolíticas (Morana et al., 2011).  

Cuadro 1. Propiedades de enzimas extraídas de bacterias celulolíticas aerobias y anaerobias (Frank et al., 
1992 modificada por Sadhu y Kanti, 2013). 

 

El género Bacillus naturalmente metaboliza una amplia variedad de azúcares incluyendo 

xilosa, arabinosa, celulosa, sacarosa, celobiosa y glucosa; sin embargo, a pesar del 

Nombre de la 
bacteria

Enzíma Peso 
molecular

(KDa)

Temperatura
optima

(ºC)

pH 
óptimo

Aerobia

Bacillus sp  

(alcalofilica) 

Clonada en E. Coli

Endoglucanasa 54 - 5.0-11.0

Endoglucanasa cel

B

46 - 5.0-11.0

Bacillus sp 

(neutrofílica)

Endoglucanasa 35 50 7.0-10.0

Bacillus subtillis Endoglucanasa 33 60 5.5

Cellulomas uda Exocelobiohidrolasa 81 41-50 5.5-6.5

Microspora b-glucosidasa - - 6.0

Anaerobia

Acetivibrio Exoglucanasa C1 38 - -

Celulolítica ATCC 

33288

b- Glucosidasa 8.1 - -

Clostridium josui Endoglucanasa 45 60 6.8
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extenso conocimiento genético y bioquímico del género, existe poca información de 

aspectos bioenergéticos, metabólicos, de crecimiento y de formación de productos en 

condiciones aeróbicas para la utilización de celulosa (Chafla et al., 2016). 

La principal vía de la utilización de la glucosa por el microorganismo en el suelo es mediante 

el ciclo de pentosas fosfato y la glucólisis. El último es parte del ciclo de Krebs. Como 

resultado de un reciclaje interno, el azúcar puede ser incluido en diversos productos 

metabólicos como otros azúcares, ácidos carboxílicos y aminoácidos y se puede utilizar 

para construir los componentes estructurales de la célula como las membranas celulares y 

las paredes celulares (Gunina et al., 2014; Apostel et al., 2015). 

2.9 Mecanismos microbianos de bioconversión de la biomasa 

Los microorganismos celulolíticos han desarrollado diversas estrategias de utilización de 

biomasa, que está reflejada en las enzimas que producen y que actúan en conjunto de 

manera complementaria y sinérgica. Existe una marcada diferencia en las estrategias 

celulolíticas entre microorganismos aerobios y anaerobios (Figura 8). Tanto los hongos 

como las bacterias aeróbicas utilizan la celulosa a través de la producción de celulasas 

extracelulares. En general, las hifas de hongos filamentosos penetran el sustrato celulósico 

y es allí donde secretan las enzimas, en proximidad al sustrato. Por otro lado, las bacterias 

anaeróbicas no poseen la habilidad de penetrar en los sustratos celulósicos, por lo que 

desarrollaron un mecanismo de degradación de la celulosa mediante la formación de 

celulosomas. Esto les permite posicionar las células en el sitio de hidrólisis, favorecer el 

sinergismo enzimático y asegurar una mínima difusión de los productos de hidrólisis para 

una incorporación eficiente de los mismos (Lynd et al., 2002). El modelo de celulosoma 

está ampliamente estudiado en bacterias anaeróbicas como Clostridium thermocellum y 

describe a las celulasas organizadas en un complejo celulolítico de alto peso molecular. 

Además de los dominios enzimáticos catalíticos, las enzimas asociadas al celulosoma 

contienen dominios cohesina- dockerina que les permiten asociarse en un esqueleto o 

scaffold que se ancla a la membrana celular y facilita la aproximación del sustrato a la 

célula para una hidrólisis más eficiente. Otros dominios presentes en este sistema son los 

CBMs y los dominios de unión a capa S (SLH) (Bayer et al., 1998).  
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Recientemente se describió un posible modelo de utilización de celulosa en hongos 

anaeróbicos, frecuentemente aislados del tracto digestivos de herbívoros (Neocallimastix 

spp. y Orpinomyces spp.) mediante la formación de complejos similares a los celulosomas, 

pero que no se anclan a la pared celular fúngica, sino que son secretados (Haitjema et al., 

2014).  

 

Figura 8. Representación esquemática de los mecanismos de hidrólisis de celulosa. Los microorganismos 
aeróbicos secretan las enzimas al medio extracelular (a), mientras que los anaeróbicos forman complejos 
multienzimáticos llamados celulosomas (b). En los hongos anaeróbicos (c) se postula la formación de 
complejos enzimáticos que son secretados al medio extracelular (Haitjema et al., 2014).  

2.10 Caracterización taxonómica de microorganismos  

Existe una gran variedad de técnicas para la caracterización de microorganismos 

clasificadas de manera general en métodos morfológicos o tradicionales y métodos 

moleculares (Lampe et al., 2014).  

En las últimas décadas, el desarrollo de herramientas de biología molecular ha jugado un 

papel fundamental en la taxonomía moderna de hongos y bacterias. El empleo de técnicas 

moleculares ha mejorado el conocimiento sobre la biología de los microorganismos y sus 

relaciones filogenéticas con otros organismos. Dichas técnicas se fundamentan en el 

análisis de cromosomas, y/o genes, además de los productos de la transcripción y 

traducción de éstos. La técnica de PCR es una de las más empleadas en investigación. Se 

define en la amplificación exponencial de una secuencia específica de ácidos nucleicos 

que es flanqueada por un par de oligonucleótidos (Secuencia de DNA de 16 a 35 bases), 

los cuales son usados como cebadores por una ADN polimerasa termoestable (Taq 
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polimerasa) para la formación de las nuevas cadenas. La técnica consta de múltiples ciclos 

(usualmente 35 a 40) en los cuales hay desnaturalización de DNA de doble cadena, 

alineamiento de los oligonucleótidos, extensión (polimerización) y nuevamente 

desnaturalización. Esto permite la detección precisa de una región del genoma específico 

y su posterior secuenciación, permite caracterizarla con exactitud (Galvis y Moreno, 2014).  

Para identificar bacterias en general se utiliza la amplificación de regiones conservadas, 

como los genes de ARN ribosomales (rDNA) 16S, 23S y 5S, debido a que contienen 

regiones altamente variables y secuencias conservadas, que pueden ser empleadas para 

realizar análisis filogenéticos a todos los niveles taxonómicos. El ribosoma procariótico se 

divide en dos subunidades ribonucleoprotéicas 50S y 30S, dentro de esta última, está el 

ADN 16S. Esta subunidad se ha utilizado para la identificación de bacterias, esto debido al 

tamaño de la subunidad, que es relativamente grande (1500 pb aproximadamente), 

además de que tiene ciertas regiones variables y regiones conservadas en su secuencia, 

lo cual hace más amplio el análisis filogenético en comparación con regiones de menor 

tamaño. La región 5S en los últimos años ha sido poco usada dada su alta conservación y 

corta longitud (Galvis y Moreno, 2014).  

Actualmente se conoce la secuencia del gen 16S de numerosas especies de bacterias, lo 

que facilita la identificación de estos individuos por técnicas moleculares y el 

establecimiento de relaciones filogenéticas entre ellas y se ha determinado que la base 

para la detección, identificación y caracterización de bacterias y hongos en 

agroecosistemas, consiste en la combinación de metodologías de caracterización 

morfológica y bioquímica tradicionales, acopladas a técnicas moleculares soportadas en 

los desarrollos bioinformáticos de los últimos años (Schmitt et al., 2009 y Henrik et al., 

2010).  
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JUSTIFICACIÓN 

La celulosa es la biomolécula orgánica más abundante de la biomasa terrestre; es uno de 

los componentes más importantes de las paredes celulares de las células de las plantas, 

que en combinación con la hemicelulosa y la lignina constituye la fracción lignocelulósica 

de la cual se genera en grandes cantidades durante las actividades agrícolas, madereras 

y del procesamiento industrial y artesanal de los alimentos (Gómez et al., 2013). Estas 

actividades arrojan residuos vegetales fibrosos con abundancia de polímeros orgánicos 

ricos en lignina y celulosa. Los procesos de degradación de desechos vegetales requieren 

de un largo periodo de tiempo. Durante este periodo generan gases de efecto invernadero 

y lixiviados que causan contaminación a fuentes hídricas. La biodegradación suele llevarse 

a cabo por la actividad de biota edáfica donde existen organismos, como hongos, 

nemátodos y bacterias (Román et al. 2013 y Lovaisa y Ulla, 2015). El estudio de 

microorganismos con capacidad de degradar celulosa de los residuos vegetales fibrosos 

son un factor importante, ya que en la localidad de Nuevo Parangaricutiro el 90 % de los 

residuos fibrosos son desaprovechados. Solo en la minoría de los casos se utilizan para la 

elaboración de compostas, donde las temperaturas oscilan desde los 25 ºC hasta los 70 

ºC. Es por ello que se optó por estudiar microorganismos provenientes de distintos lugares 

con similitud en la cantidad de materia orgánica y de temperaturas. Además este tipo de 

microorganismos representa una alternativa que permite en forma particular aminorar esta 

problemática debido al bajo costo de inversión y a la rentabilidad de los productos 

obtenidos con alto valor agregado (Varnero et al., 2010 y Chafla et al., 2016). 

Adicionalmente, el aislamiento de microorganismos que se desarrollan en ambientes 

extremos para la mayoría de organismos brinda la posibilidad de obtener microorganismos 

con capacidades catalíticas resistentes a factores físicos y químicos recalcitrantes. Al 

respecto, durante el proceso de intemperismo, después de las etapas iniciales, favorecidas 

por factores físicos y químicos, se propicia el establecimiento de microorganismos con 

ciertas particularidades metabólicas como fotótrofos fijadores de nitrógeno y 

quimiolitótrofos (Voroney, 2007). Es por ello que en este trabajo se plantea el aislamiento 

y caracterización de microorganismos capaces de degradar celulosa que sean extraídos 

de cinco sitios de colecta. Dos sitios de colecta provenían de materia orgánica en 

descomposición compuesta principalmente por residuos orgánicos fibrosos, el tercero 
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perteneciente del volcán Paricutín compuesto principalmente de arena, donde la presencia 

de materia orgánica era escasa , el cuarto y quinto sitio pertenecientes a zonas boscosas, 

en los cuales hay diferencia en la concentración de materia orgánica, debido a su tiempo 

de repoblación, todos ellos con diferencias en la oscilación de temperaturas y altitudes. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General: 

Aislar y caracterizar bacterias edáficas con actividad celulolítica extraídas de cinco zonas 

de Nuevo Parangaricutiro, Michoacán. 

Objetivos Específicos: 

i. Aislar bacterias edáficas de la zona de Nuevo Parangaricutiro con actividad 

celulolítica. 

ii. Caracterizar los aislados con actividad celulolítica de acuerdo a marcadores 

morfológicos y bioquímicos. 

iii. Seleccionar y caracterizar genéticamente aislados con potencial para degradar 

celulosa a partir de residuos vegetales. 

 

HIPÓTESIS 

Es posible obtener bacterias edáficas cultivables con actividad celulolítica de Nuevo 

Parangaricutiro, Michoacán. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Colecta de material  

El material biológico se colectó en cinco sitios de muestreo del estado de Michoacán entre 

los municipios de Nuevo Parangaricutiro y Angahuan como se muestra en la Figura 9.  

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Localización de los sitios de colecta en Nuevo Parangaricutiro, Mich. Conformados por composta, 
lombricomposta, zona volcánica y zona boscosa. 

Los primeros dos sitios se localizaron en el rancho “El Durazno”, del municipio de Nuevo 

Parangaricutíro, donde se elaboró composta a base de estiércol porcícola, vacuno, 

gallinaza, residuos vegetales de aguacate y leguminosas, aserrín, cachaza y suelo 

(Álvarez, 2003) y lombricomposta. El tercer sitio fue en el volcán Paricutín perteneciente a 

los poblados de San Juan Parangaricutiro y Angahuan en las coordenadas 18o 28¢ 8² N y 

102o 14¢ 25² O. El cuarto y quinto sitio se encuentran en dos áreas distintas una boscosa 

de más de 150 años de edad y otra de alrededor de 40 años (Velázquez et al.,  2003) 

ambos conformados principalmente por especies maderables de pino y encino, donde se 

ha generado una capa de hojarasca en el suelo que contiene 4.05 % de Materia Organica 

favorable al nicho ecológico de los microorganismos celulolíticos (Shu-Ying et al., 2011 y 

Alvarado, 2010). Estos sitios pertenecientes a la extensión denominada el Arenal, 

municipio de Nuevo Parangaricutiro con las siguientes coordenadas 19o 29¢ 26² N y 102o 

15¢ 26² O. En lo que corresponde a las muestras de composta y lombricomposta, se 

extrajeron tres porciones del material en degradación de 100 g cada una. Del resto de las 

zonas, las muestras fueron colectadas del suelo de cada región después de los primeros 

* *Nuevo 
Parangaricutiro
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10 cm de profundidad del suelo.  

3.2 Aislamiento de bacterias edáficas 

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio Interacciones Planta-Ambiente de la 

Facultad de Agrobiología “Presidente Juárez” de la Universidad Michoacana de San 

Nicolás de Hidalgo. Para el aislamiento se tomaron 10 g de sustrato, se procesaron para 

generar diluciones seriadas de acuerdo al protocolo descrito por Stanier e Ingraham (1996). 

Inicialmente, se realizó un enriquecimiento de las colonias bacterianas en medio PDA 

(infusión de papa 25 %, sacarosa 0.5 %, y agar 1.6 %, pH 7.0), durante 24 horas a 28 ± 2 

ºC. Posteriormente se utilizó el medio de Agar nutritivo, modificado por Milian et al., 2009 

(peptona 0.6 %, extracto de levadura 0.2 %, cloruro de sodio 0.5 %, CMC 1.5 % y agar 1.5 

%, (pH 7.3), específicamente para aislados celulolíticos. Se sembraron las diluciones 

desde 10-4 hasta 10-8 y se incubaron por 24 a 72 horas a 37 ± 2 ºC. Las colonias con 

características morfológicas diferentes se seleccionaron y sembraron en agar nutritivo 

papa dextrosa agar (PDA) para su conservación y posterior uso. 

3.3 Actividad hemolítica 

Los aislados se incubaron en medio agar-sangre (50 mL de sangre de mamífero, 950 mL 

de agua destilada y 8 g de agar bacteriológico), para evaluar su posible actividad hemolítica 

la cual permite discernir su potencial patogénico para humanos.  

Cuando el medio agar-sangre se gelificó, se realizaron orificios equidistantes con un 

sacabocados, en cada orificio se colocaron 100 µL de cada aislado seleccionado, 

realizando triplicados en distintas cajas. Las cajas se incubaron a 35 ºC durante 72 horas, 

monitoreando la producción de halos de hemolisis alrededor de los orificios cada 24 horas. 

Después del periodo de incubación (72 horas) en los casos que hubo actividad hemolítica 

se evaluó si la hemolisis fue alfa (parcial), beta (total) o gamma (ausencia de hemólisis) de 

acuerdo al patrón que se muestra en la Figura 10.  
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Figura 10. Protocolo de evaluación de actividad hemolítica en medio agar-sangre con patrones de 
actividad hemolítica, α (alfa; parcial), β (beta; total), g (gamma; ausencia de hemolisis).  

3.4 Determinación cualitativa de la capacidad celulolítica 

Para comprobar la existencia de actividad celulolítica de los aislados bacterianos, se llevó 

a cabo el protocolo de revelado con rojo Congo. Para ello, se inocularon las bacterias en 

placas con agar nutritivo suplementado con carboximetilcelulosa (CMC) 1 % (p/v) como 

única fuente de carbono (CMC, 10 g L-1; NaNO3, 0.5 g L-1; K2HPO4, 1.0 g L-1; MgSO4.7H2O, 

0.5 g L-1; KCl, 0.5 g L-1; FeSO4.7H2O 0.001 g L-1). Las cajas Petri se incubaron a 30 ºC y 

después de 72 h, se reveló la degradación de CMC. La superficie de la caja se cubrió con 

una solución de rojo Congo, al 1.0 %, durante diez minutos; después, se retiró el rojo Congo 

y se cubrió con solución salina 1M, durante una hora. Al término de la hora, se eliminó la 

solución salina y se cubrió con ácido acético al 2 %, por diez segundos; finalmente, se 

descartó el ácido acético y se midió el diámetro de la colonia conjuntamente con la amplitud 

del halo de hidrólisis de celulosa, observado por la presencia de zonas claras (halos) 

alrededor de la colonia (Viteri et al., 2016).   

3.5 Caracterización morfológica 

Después de confirmar la presencia de actividad celulolítica en los aislados no hemolíticos, 

se procedió a caracterizar morfológicamente los aislados que presentaron colonias con 

características morfológicas diferentes, fueron re-sembrados por estría cruzada en medio 

de cultivo PDA (papa-dextrosa-agar) y se incubaron a 35 ºC durante 24 horas. 

Posteriormente se caracterizaron de acuerdo a la morfología colonial, tomando los 

parámetros: tamaño de colonia, color de la colonia, tipo de borde, elevación (Figura 11), 

textura de la superficie (lisa o rugosa), luz reflejada (brillante o mate), luz transmitida (opaca 
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o transparente), aspecto (húmedo o seco) y consistencia (blanda, dura o mucosa). 

 

Figura 11. Características de colonias bacterianas de acuerdo a su forma, elevación, borde etc. Descrito por 
Wolin 1973. 

3.6 Tinción de Gram 

Como parte de los parámetros de caracterización celular se consideró la tinción de Gram, 

(1844) modificado. Para ello, se hicieron frotis delgados de cada aislado bacteriano a partir 

de colonias crecidas en medio de cultivo sólido sobre una gota de agua en un porta objetos 

con ayuda de un asa bacteriológica, se dejaron secar al aire y se fijaron por flameado en 

un mechero de gas. Posteriormente se adicionó cristal violeta (cristal violeta 0.5 g disuelto 

en 100 mL de agua destilada) y se incubó durante 1 min a temperatura ambiente. 

Transcurrido el tiempo, la muestra se lavó con agua destilada para eliminar el exceso de 

colorante, se agregó lugol (cristal de yodo re-sublimado 1 g; KI 2 g disueltos en 300 mL de 

agua destilada), el cual fija la localización del colorante primario, se dejó reposar durante 1 

min, se lavó con agua corriente para eliminar el exceso del colorante, se adicionó etanol, 

para eliminar el excedente de colorante y lugol, el cual se mantiene en bacterias de pared 

gruesa, posteriormente se le adicionó colorante de contraste safranina (0.1 g L-1 safranina 

en alcohol etílico al 50 %), el cual tiñe de rojo las bacterias decoloradas, se secó durante 1 

min a temperatura ambiente y se lavó con agua corriente para eliminar el exceso (Figura 
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12). Se dejó secar y se observó la tinción en un microscopio óptico (Labtron XS-2100) a 

aumentos de 40X y 100X. 

 

 

 

 

  

 

Figura 12. (A) Protocolo tinción de Gram, (B) aislado Gram +, (C) aislado Gram -. 

3.7 Dinámica de crecimiento bacteriano 

Se analizó la dinámica de crecimiento poblacional de las bacterias determinando la 

densidad óptica alcanzada en un cultivo líquido cada cuatro horas. Para lo cual se inoculó 

un cultivo fresco en matraces de 250 mL con 50 mL de medio líquido Luria Bertani (LB) a 

base de peptona 1.0 %, extracto de levadura 1.0 %, cloruro de sodio 0.5 %, ajustado el pH 

a 7.3 (J.H., 1972), se íncubo a 35 ± 2 ºC, en agitación a 130 rpm. Se determinó la densidad 

óptica en el cultivo a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotómetro (Jenway 

6305) cada cuatro horas hasta sobrepasar la fase estacionaria. Posteriormente se realizó 

el conteo de colonias viables en los puntos de la fase exponencial y primeros de la 

estacionaria del crecimiento, para ello se hicieron diluciones seriadas de los cultivos en 

solución salina estéril, y se sembraron por triplicado de las diluciones entre 10-4 hasta 10-8 

en placas con agar nutritivo y se incubaron a 35 ± 2 ºC por 16 a 24 horas. Posteriormente 

se contaron las colonias en las placas y se determinó el número de unidades formadoras 

de colonia (UFC) por mililitro de cultivo bacteriano (Figura 13) y se determinó el crecimiento 

sincrónico exponencial de la población bacteriana de acuerdo al método de Jiménez-

Delgadillo en 2004.  
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Figura 13. Protocolo para la cuantificación de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) (Alexander, 
1982). Ejemplo hipotético para la cuantificación de UFC al obtener 159 colonias a partir de 100 µL de 
una dilución de 1 x 10-3 del inoculo original. 

3.8 Sincronización de las curvas de crecimiento 

Para determinar el momento de crecimiento sincrónico exponencial de la población 

bacteriana de cada inoculante, durante la cinética de crecimiento en el cultivo bacteriano, 

se utilizó el método de Jiménez-Delgadillo (2004), el cual considera que en un cultivo 

bacteriano los individuos pueden encontrarse en distintas etapas del ciclo celular 

(crecimiento), sin embargo, durante la fase exponencial, próxima a la fase estacionaria 

puede encontrarse en un punto en el que la mayor parte de la población se encuentra en 

crecimiento sincrónico. 

Para precisar el tiempo de ocurrencia de la fase exponencial a la fase estacionaria de los 

aislados que se utilizaron como inóculos en el bioensayo, se realizó un ajuste a la curva de 

crecimiento a través del programa estadístico Origin 8 y el modelo lineal o logístico de 

Verhults-Pearl. La expresión matemática utilizada se muestra a continuación: 
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N = K / (1+expa - µt) 

Donde: 
N: densidad poblacional (DO) 
K: capacidad portadora del medio  
µ: velocidad específica de crecimiento (h-1) 
t: tiempo (h) 
a: constante 

3.9 Determinación de la temperatura óptima para el crecimiento de aislados 
celulolíticos 

De los diferentes aislados celulolíticos se tomó una colonia bacteriana previamente crecida 

durante 24 h en medio LB. Posteriormente en cajas Petri con medio PDA se sembraron las 

bacterias por el método de punción y se incubaron por 24 h, en aerobiosis, a diferentes 

temperaturas en un rango de 25 a 70 ºC con un intervalo de 5 ºC entre temperatura. Para 

medir su desarrollo se empleó el uso de un vernier (Franca et al., 2011).  

3.10 Determinación de pH del medio de cultivo en relación con la temperatura para 
la actividad celulolítica 

Las bacterias seleccionadas se cultivaron en medio LB con pH 7,0 se incubaron a 35 ºC 

por 24 horas y una agitación de 130 rpm. Posteriormente en tubos de centrifugación con 

15 mL de medio PD se colocó una colonia de los diferentes aislados celulolíticos por el 

método de punción. Al tener la muestra conjunta se incubó por 24 h, con agitación, en 

aerobiosis, a diferentes temperaturas en un rango de 25 a 70 ºC con un intervalo de 5 ºC 

entre temperatura. Al finalizar las 24 h de crecimiento de los aislados a su respectiva 

temperatura se determinó el pH con un potenciómetro. 

3.11 Determinación bioquímica 

Las pruebas bioquímicas fueron aplicadas a las cepas bacterianas aisladas, lo que permitió 

analizar los principales sustratos que degradan y la fuente de energía utilizada; a través 

del empleo de medios de cultivo que contienen CMC y medio mínimo de CMC con 

indicadores.  
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3.11.1 Azúcares reductores 

Para determinar la actividad celulolítica en forma cuantitativa se obtuvieron sobrenadantes 

a partir de los cultivos bacterianos de acuerdo al protocolo descrito por Lynch y Raphael 

(1987). Posteriormente se determinó la actividad celulolítica en los extractos, para lo cual 

se incubó 1 mL de éste en 50 mL de solución de CMC al 1 % y se incubó a 37 ºC hasta la 

fase exponencial de cada aislado. Posteriormente se determinó la concentración de 

azúcares reductores por el método de Somogyi y Nelson modificado por Pachón y Perea 

2010. El cual consistió en incubar la muestra durante 16 a 24 horas (fase exponencial) 

durante este tiempo de incubación, cada cuatro horas se tomó una alícuota de 1 mL y se 

vació en un tubo de centrifugación de 1.5 mL para ser centrifugada a 6,000 rpm durante 30 

min. Se recuperaron 250 µL de sobrenadante y se colocaron en un tubo de centrifugación 

de 15 mL. Al sobrenadante se le añadieron 200 µL de la solución Somogyi I (se disolvieron 

3.75 g de tartrato de sodio y potasio tetra hidratado (PM 282.23 g/mol), en 100 mL de agua 

destilada, se adicionaron 7.50 g de carbonato de sodio anhidro (PM 105.99 g/mol), se agitó 

hasta que los sólidos se disolvieron completamente y luego se adicionó 4.5 g de sulfato de 

sodio anhidro (PM 142.04 g/mol), se mezcló y se llevó a un volumen de 250 mL, se filtró y 

almacenó en botellas ámbar a 4 ºC). Los tubos se cubrieron ya que las reacciones de 

Somogyi son fotosensibles.  

Posterior se adicionaron 50 µL de solución Somogyi II (se disolvieron 4 g de sulfato de 

cobre pentahidratado (PM 249.68 g/mol) en agua destilada estéril, por consiguiente, se 

adicionaron 36 g de sulfato de sodio anhidro (PM 142.04 g/mol), se mezcló fuertemente 

hasta su disolución total. La mezcla obtenida se llevó a un volumen final de 250 mL. Esta 

se filtró y almacenó en botellas ámbar a 4 ºC.  

Posteriormente se tomó una alícuota de 50 mL y se colocó en tubo Falcón de 50 mL, los 

cuales se sellaron y se llevaron a baño maría durante 30 minutos. Finalmente, se dejó 

enfriar a temperatura ambiente. Después se realizó una mezcla de ambas soluciones 

adicionando 50 µL de la solución Nelson A y B (Solución A: se disolvieron 25 g de molibdato 

de amonio tetrahidratado (PM 1235,86 g/mol) en 400 mL de agua destilada, se adicionó 

gota a gota en agitación constante y sobre cama de hielo 21 mL de ácido sulfúrico 

concentrado. Solución B: se disolvió 0.60 g de arsenato monoácido de sodio 
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heptahidratado (PM 311,90 g/mol) en 25 mL de agua destilada, este procedimiento se 

realizó en cabina de extracción, es importante tomar la precaución de no adicionar ácido 

por accidente a la solución ya que se formaría un compuesto tóxico y volátil. Posteriormente 

se mezcló la solución A y B, se llevó a volumen final de 500 mL con agua destilada, se 

íncubo a 37 ºC por 36 horas, se filtró la solución, se almacenó en botellas ámbar cubiertas 

con papel aluminio a 4 ºC, para evitar el contacto con la luz. La solución debe presentar un 

color amarrillo pálido para poder ser empleada en la determinación. Las muestras se 

reposaron durante 24 a temperatura ambiente con las tapas flojas y en oscuridad. Después 

se adicionaron 750 µL de agua destilada y se midió la absorbancia a 595 nm en 

espectrofotómetro. 

Para determinar la concentración de azúcares se elaboró una curva patrón con glucosa y 

se utilizó la ecuación para reemplazar las lecturas de absorbancia con la ecuación de la 

curva. Los resultados fueron reportados en Unidades Celulolíticas, definidas como la 

cantidad de enzima que libera un µmol de glucosa por minuto por litro, bajo las condiciones 

de la prueba donde se midió glucosa por mililitro.  

3.12 Pruebas de antagonismo  

Cada uno de los aislados celulolíticos se crecieron en medio LB con pH 7,0 y se incubaron 

a 35 ºC por 16 horas a 130 rpm. Posteriormente en cajas Petri con medio CMC 1 %, la cual 

cada una contenía 3 círculos de papel filtro Wathman estériles de 0.5 centímetros de 

diámetros colocados equidistantemente. A continuación, a cada circunferencia se inoculó 

una alícuota de 10 µL de los microorganismos a enfrentar en misma fase de crecimiento 

sincrónico. Como control negativo se utilizó agua destilada estéril y se llevaron a incubación 

a 35 ºC durante 24 h. El criterio fue seleccionar halos mayores a 5 mm (Gaitán y Peréz, 

2007 y Mantilla y Acosta, 2013). 

3.13 Cromatografía de capa fina 

Se utilizaron placas comerciales de sílica gel 60 GF 254, de 20 x 20 cm x 0.25 mm con un 

indicador fluorescente Merck No. 5717. Las placas se desarrollaron en el sistema de fase 

móvil de butanol/acetona/agua (4:5:1).	Para separar los productos de la degradación de 
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CMC por acción de los aislados bacterianos con capacidad celulolítica, los inóculos se 

crecieron en medio nutritivo LB hasta que alcanzaran la fase exponencial en condiciones 

de incubación de 35 ºC en oscuridad y agitación a 130 rpm, transcurrido el tiempo se tomó 

1 mL del inoculo y se reactivó en medio CMC al 1% hasta su fase exponencial en las 

mismas condiciones de incubación antes señaladas. Posterior a ello se tomó una alícuota 

de 1.5 mL cada dos horas y se centrifugó a 6,000 rpm durante 30 minutos, transcurrido el 

tiempo se tomaron 2 mL de sobrenadante y se a almacenaron en tubos Eppendorf de 2.5 

mL y se llevaron a congelación (-20 ºC), empleando esta muestra como final para la TLC. 

Paralelamente, se procesó un volumen igual en ambos extractos se aplicaron a secciones 

de la placa (20 x 20 cm), conjuntamente con patrones al 2 % p/v de carboximetilcelulosa, 

celobiosa, maltosa, dextrosa y una combinación de los cuatro. En todos los casos se 

analizaron 50 µL de cada solución, cada placa se dejó en la cámara cromatográfica durante 

alrededor de 90 minutos. Después de la corrida cromatográfica, la placa se reveló con 

H2SO4 / etanol a una proporción 5:95 y calentada a 40 ºC, hasta la aparición de machas 

con diferentes tonalidades de color marrón/violeta (Ghebregzabeier et al., 1976 y Abad, 

2014). 

3.14 Caracterización molecular 
3.14.1 Extracción de DNA genómico 

La extracción de DNA bacteriano se realizó mediante la técnica enzimática modificada de 

Harwood y Cutting (1990) (VinLaurie y Frost, 2015). A partir de las bacterias cultivadas en 

medio LB y PDA, se tomó una colonia aislada con un palillo estéril y se inoculó en 5 mL de 

LB líquido contenido en tubos de ensayo estériles. Se incubaron con agitación a 130 rpm 

a una temperatura de 35 ºC hasta fase exponencial (12-36 h).  

Las células se recuperaron por centrifugación, a 14000 rpm durante 7 minutos, en tubos 

de centrifugación de 1.5 mL. El sobrenadante se desechó y se comenzó con el proceso de 

extracción, a la pastilla de células bacterianas se le adicionó 600 µL de buffer de lisis (0.1 

M NaCl, 50 mM EDTA, pH 8) se resuspendió por 1 minuto, enseguida se agregaron 6 µL 

de proteinasa K (20 mg/mL) para liberar el DNA nuclear al medio y digerir las proteínas; 

esta mezcla se incubó durante 20 minutos a 37 ºC. Enseguida se añadieron 30 µL de N-

lauril sarcosina al 20 % para completar la lisis celular. Se mezclaron en vórtex y 
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posteriormente se mantuvo durante 10 minutos a temperatura ambiente para luego incubar 

a 65 ºC durante 5 minutos. Después se centrifugó a 13,000 rpm durante 10 minutos para 

eliminar el lisado celular. Se recuperó el sobrenadante (500 a 600 µL) y se transfirió a un 

tubo de centrifugación nuevo. Para separar los componentes proteínicos y lipídicos se 

agregaron 800 µL de cloroformo: alcohol isoamílico frío a una proporción 24:1 

respectivamente, se mezcló en vórtex, se centrifugó durante 5 minutos a 13,000 rpm 

durante 5 minutos y la fase acuosa (400-500 µL) fue transferida a un tubo de centrifugación 

nuevo. Nuevamente se agregó al sobrenadante 800 µL de cloroformo: alcohol isoamílico 

24:1 frío y se mezcló en vórtex, se centrifugó durante 5 minutos a 13000 rpm y la fase 

acuosa fue transferida a un tubo de centrifugación nuevo. Para precipitar los ácidos 

nucleicos, primero se adicionaron 20 µL de acetato de sodio 3M pH 4.8 – 5.2 y sin agitar, 

se añadieron 600 µL de etanol frío al 100 %, la mezcla se incubó durante 20 minutos a 4 

ºC y posteriormente se centrifugó a 13000 rpm durante 5 minutos, se eliminó el 

sobrenadante por decantación. Finalmente, se adicionó un volumen de 500 µL de etanol al 

70 % (v/v), la pastilla se lavó utilizando el vórtex hasta desprender la pastilla del tubo, se 

centrifugó a 13000 rpm por 1 minuto; después, se eliminó el sobrenadante y la pastilla se 

secó en termoblock a 65 ºC. La pastilla se resuspendió en 20 µL de agua destilada estéril 

con RNAasa (0.01 mg/mL) y se dejó reposar de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente 

para degradar los restos de RNA. Posteriormente se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 

minutos y recuperó en 15 µL. Los productos de extracción de cada uno de los aislados 

bacterianos, obtenidos con la metodología antes descrita, se guardaron en refrigeración a 

4 ºC hasta su uso (Zapata y Castellanos, 2014 y Lampe et al., 2014).  

3.14.2 Amplificación por PCR del gen 16S rDNA 

Se amplificó el gen rDNA 16S de cada una de las bacterias mediante la técnica de PCR. 

Se utilizaron los oligonucleótidos universales fD1 y rD1 (Weisburg et al., 1991 y Zapata y 

Castellanos, 2014), cuya secuencia en Escherichia coli se localiza en las posiciones 8 a 27 

y 1524 a 1540, respectivamente (Cuadro 2). Según Weisburg et al., 1991 este par de 

oligonucleótidos amplifica el mayor número de nucleótidos del gen 16S rDNA de una mayor 

variedad de taxa bacterianos. 

Cuadro 2. Oligonucleótidos utilizados para amplificar el gen rDNA 16S.  
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Oligonucleótidos Secuencia Referencia 

fD1 5’-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ Weisburg et al., 
1991 

rD1 5’-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3’ 

 

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando GoTaq® Green Máster Mix (PROMEGA), 

bajo las instrucciones del fabricante. Se utilizó una reacción de 25 µL, mezclando 12.5 µL 

de GoTaq 2X, 2.5 µL de cada oligonucleótido (fD1 y rD1) diluidos a una concentración de 

1 µM, 1.5 µL de extracto de DNA y 6 µL de agua libre de nucleasas. Posteriormente las 

muestras se colocaron en un termociclador Select Bioproducts® (SelectCycler) bajo las 

siguientes condiciones: 1 ciclo inicial de 3 minutos a una temperatura de 94 ºC, seguido de 

25 ciclos de 94 ºC durante 30 segundos, 58 ºC durante 30 segundos, 60 ºC durante 90 

segundos y 94 ºC durante 15 segundos y finalmente un ciclo a 72 ºC por 5 minutos. 

Al finalizar el proceso de amplificación por PCR se confirmó que el producto amplificado 

fuera de aproximadamente 1500 pb, visualizando el producto de la reacción de PCR en un 

gel de agarosa al 0.8 %, usando como referencia el marcador de peso molecular de 1 kb. 

La concentración del producto de cada reacción se midió por espectrofotometría y al final 

se almacenaron en refrigeración a 4 ºC (Lampe et al., 2014). 

3.14.3 Secuenciación y análisis de secuencias  

El producto de la PCR se envió para purificación y secuenciación en ambos sentidos al 

Laboratorio Macrogen, USA. 

Los resultados de la secuenciación se editaron en el programa MEGA 7 (Kumar et al., 

2016) para obtener las secuencias consenso. Estas últimas fueron comparadas utilizando 

el programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) con las secuencias disponibles en 

la base de datos del NCBI, GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).  

3.14.4 Construcción de árboles filogenéticos 

Para tener mayor confiabilidad en la identificación se estableció un análisis filogenético con 
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secuencias de referencia que presentan respaldo en la literatura científica. Se utilizaron 

secuencias del gen rDNA 16S de cepas tipo, de las especies que mostraron un elevado 

nivel de homología en el análisis de BLAST y de algunas otras con las cuales, de acuerdo 

con datos publicados, se encontraron relacionadas. Las secuencias se descargaron de la 

base de datos del GenBank-NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para realizar el análisis 

evolutivo se empleó el método Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987), replicando un total de 

1000 bootstrap (Felsentein J., 1985). Para la distancia evolutiva se implementó el método 

del Jukes-cantor (Jukes y Cantor 1969). El análisis evolutivo se realizó en el programa 

Mega 7 (Kumar et al., 2016).  

3.15  Análisis estadístico 

Al recabar los resultados de pH y temperatura, se aplicó un análisis de varianza ANOVA, 

mediante la comparación de medias por la prueba de Tukey, con un diseño experimental 

completamente al azar, con el fin de determinar el pH y la temperatura óptima de 

crecimiento bacteriano en aislados celulolíticos. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Aislamiento y caracterización de bacterias con capacidad de degradar celulosa. 

De las muestras colectadas de cada uno de los sitios seleccionados se aislaron 44 

bacterias a partir de colonias crecidas en medio PDA, para enriquecimiento de los aislados 

(Cuadro 3). Las 44 colonias purificadas presentaban características morfológicas 

diferentes entre sí, y fueron sometidas a la prueba de hemolisis. Tres aislados bacterianos 

presentaron un patrón de degradación de hemoglobina tipo β; este tipo de degradación 

causado por la actividad de la enzima hemolisina es característica de ciertos grupos de 

procariotas patógenos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli o Vibrio 

parahemolyticus, y es un indicador que puede sugerir potencial patogénico en mamíferos 

(Leonardo y Larrea, 2017), razón por la cual, estos tres aislados fueron descartados 

(Cuadro 3 y Figura14). Cada uno de los aislados purificados restantes, fue cultivado en 

medio con CMC como única fuente de carbono con la finalidad de corroborar su capacidad 

celulolítica. De esta manera se seleccionaron 25 aislados con actividad celulolítica, de los 

cuales, cinco provenían de muestras colectadas en composteras (S1) nueve de 

lombricomposta (S2) seis del interior del cráter del volcán Paricutín (S3) uno de bosque de 

pino-encino cuya vegetación se estima está presente desde hace 40 años (S4) y cuatro de 

bosque de pino-encino de una edad aproximada de 150 años (S5) (Cuadro 4). 

Los aislados S1Z2A, S2Z2C, S3Z2A y S3Z3D presentaron un halo de degradación de 1.08 

cm (excluyendo el diámetro de perforación del sacabocados), en tanto que el aislado 

S2Z2E presentó el mayor halo de degradación con un diámetro de 1.45 cm. El diámetro 

del halo en el resto de los aislados varió de 1 cm a 1.41 cm (Figuras 15-18). 

El 64 % de los aislados fueron Gram-positivo y el 36 % Gram negativos. En cuanto a la 

morfología celular, la mayoría de los aislados presentaron una forma bacilar (68 %), 

mientras que otras formas como cocobacilos (16 %), cocos (8 %) y espiroquetas (4 %). Las 

variantes de la morfología colonial de una sola especie son indicativo de fenotipos 

diferentes (Allegrucci y Sauer, 2007); además, las bacterias Gram-positivas forman un 

clado monofilético consistente dentro del cual se pueden definir dos subgrupos de acuerdo 

al contenido de GC, en dónde se reconocen en un solo grupo a Mollicutes y Firmicultes 
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(bajo contenido de GC) y en otro a Actinobacteria (alto contenido de GC) (Amils, 2011). 

Este resultado sugiere que la mayoría de los aislados pertenece al grupo monofilético de 

los Gram-positivos. 

La microbiota del suelo está influenciada por numerosos factores como la cubierta vegetal 

y las propiedades físico-químicas del suelo (Philippot et al., 2013). Sin embargo, se conoce 

muy poco sobre la dinámica de las poblaciones de bacterias celulolíticas. En una zona de 

bosque perenifolio, Yang et al., 2013, encontraron abundancia de especies de B. cereus, 

B. subtilis y Pontibacter amylolyticus con alta capacidad de degradar celulosa. Mientras 

que en un suelo de bosque caducifolio, se encontró una mayor densidad de bacterias 

celulolíticas de especies como M. testaceum, C. indolaceticum y F. pectinovorum; estas 

especies, en general presentaron una menor actividad celulolítica que las encontradas en 

el bosque perenifolio, pero estaban en un ambiente rico en materia orgánica, por lo que se 

concluyó, que las propiedades del medio ambiente, particularmente el contenido de 

nutrientes del suelo determina la distribución y la composición de grupos bioquímicos de 

bacterias. De suelos de bosques tropicales, se han aislado los géneros Aquitalea, Bacillus, 

Burkholderia, Cupriavidus, Gordonia y Paenibacillus, con una alta representación de taxa 

pertenecientes al filo proteobacteria (Woo et al., 2014), mientras que en otros estudios 

también se ha reportado la abundancia de aislados bacterianos pertenecientes a 

Actinobacterias y a Firmicutes (Singh et al., 2007). Otro factor documentado que moldea a 

las comunidades microbianas del suelo en distintos ecosistemas es el pH. La alcalinización 

del suelo por conversión de un ecosistema natural a un agroecosistema ocasionó un 

aumento en los índices de diversidad de poblaciones bacterianas; sin embargo, en 

ambientes naturales la biomasa microbiana fue mayor cuando se comparó con la del 

agrosistema en donde el suelo había sido modificado solamente por las prácticas agrícolas 

(Lan et al., 2017), se hipotetizó que el aumento de la diversidad de bacterias en el 

agrosistema estuvo relacionado con la disponibilidad de nutrientes que se favorece por las 

prácticas agrícolas. 
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Cuadro 3. Características fenotípicas de aislados con capacidad celulolítica de los cinco sitios de muestreo, ubicados en Nuevo Parangaricutiro y Angahuan. 
Las abreviaturas corresponden a: C, con capacidad celulolítica; NC, sin capacidad celulolítica; ND, no determinado. 

	

Morfología colonial 
Aislados 

bacteriano
Prueba de 
hemolisis

Potencial 
celulolítico

Tinción de 
Gram

Morfología 
celular Forma Elevación Textura Luz 

reflejada Luz transmitida Aspecto Superficie Color Margen Pigmento

S1Z1A α C + Bacilo Circular Plana Aterciopelada Opaca Transparente Seco Plana Blanca Liso No
S1Z1B ɣ NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z1C β ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z1D α C + Bacilo Circular Plana Aterciopelada Mate Transparente Seco Plan-convexa Blanca Liso No
S1Z2A α C + Coco Circular Convexa Cremosa Mate Opaca Húmeda Convexa Blanca Liso No
S1Z2B α NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z2C α C + Cocobacilo Filamentosa Elevada Pulverente Brillante Transparente Húmeda Plan-convexa Blanca Aserrado Blanco
S1Z3A ɣ NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z3B ɣ NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z3C ɣ NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z3D ɣ NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z4A ɣ NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z4B ɣ NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S1Z5A α C - Bacilo Irregular Plana Granular Brillante Opaca Seco Plana Canela Encorvado Amarilla
S2Z1A α C - Bacilo Irregular Plana Cremosa Brillante Opaca Húmeda Plana Blanca Encorvado Blanco
S2Z1B α C - Cocobacilo Circular Elevada Algodonosa Mate Opaca Seco Plan-convexa Blanca Liso No
S2Z1C α NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S2Z1D α NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S2Z1E α C - Bacilo Puntiforme Plana Aterciopelada Mate Transparente Seco Plana Blanca Encorvado No
S2Z1F α C + Bacilo Irregular Plana Aterciopelada Mate Opaca Seco Plana Blanca Encorvado No
S2Z1G α C - Coco Circular Elevada Cremosa Brillante Opaca Húmeda Plana Blanca Encorvado No
S2Z2A β ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S2Z2B α C + Cocobacilo Filamentosa Plana Vellosa Mate Transparente Seco Plana Blanca Aserrado No
S2Z2C α C - Bacilo Circular Plana Aterciopelada Mate Transparente Seco Plana Blanca Liso No
S2Z2D α C + Bacilo Puntiforme Elevada Cremosa Brillante Opaca Húmeda Plan-convexa Canela Liso No
S2Z2E α C + Bacilo Filamentosa Plana Aterciopelada Brillante Transparente húmeda Plan-convexa Blanca Aserrado No
S3Z1A α C + Bacilo Rizoide Plana Aterciopelada Mate Opaca seco Plana Blanca Aserrado No
S3Z1B α C + Bacilo Irregular Plana Aterciopelada Mate Opaca Seco Plana Canela Ondulado Blanco
S3Z1C α NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S3Z2A ɣ C - Cocobacilo Irregular Convexa Aterciopelada Mate Opaca Seco Plana Blanca Aserrado No
S3Z2B ɣ NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S3Z3A α NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S3Z3B β / ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S3Z3C α C + Diplobacilo Rizoide Plana Aterciopelada mate opaca Seco Plana blanca Ondulado No
S3Z3D α C + Bacilo Irregular Convexa Mucosa mate opaca Húmeda Umbilicada canela Aserrado Café
S3Z3E α C + Bacilo Rizoide Convexa Mucosa mate opaca Seco Convexa canela Aserrado Café
S4Z1A α NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S4Z1B α C - Espiroqueta Irregular Convexa Cremosa brillante opaca Húmeda Plan-convexa blanca Liso Blanco
S4Z1C α NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S5Z1A α C + Bacilo Filamentosa Elevada Granular mate opaca Húmeda Convexa blanca Ondulado Blanco
S5Z1B α C + Bacilo Filamentosa Elevada Algodonosa mate opaca Húmeda Convexa canela Aserrado No
S5Z1C α NC ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S5Z1D α C + Bacilo Filamentosa Plana Aterciopelada mate opaca Seco Plana blanca Aserrado Crema
S5Z2A α C - Bacilo Irregular Plana Mucosa brillante opaca Húmeda Plana canela Aserrado Amarillo
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Cuadro 4. Aislados con capacidad celulolítica. Microorganismos celulolíticos obtenidos de las cinco zonas 
de muestreo, ubicados en Nuevo Parangaricutiro y Angahuan.  

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figura 14. Morfología colonial de aislados celulolíticos creciendo en medio sólido con CMC como única 
fuente de carbono. A corresponde al aislado S2Z1A; B, S2Z5B; C, S3Z3C; D, S5Z1D; E, S2Z1B; F, S2Z1F; 
G, S3Z1D; H, S2Z1E; I, S3Z2A; J, S2Z2B; K, S5Z1A y L, S2Z2E. 

Sitio Composta Lombricomposta Volcán Bosque Bosque

Zona 1
S1Z1A 

S1Z1D

S2Z1A 

S2Z1B

S2Z1E

S2Z1F

S2Z1G

S3Z1A

S3Z1B
S4Z1B

S5Z1A

S5Z1B

S5Z1D

Zona 2
S1Z2A 

S1Z2C

S2Z2B

S2Z2C

S2Z2D 

S2Z2E

S3Z2A S5Z2A

Zona 3 S1Z3A

S3Z3C

S3Z3D

S3Z3E
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Figura 15. Media del diámetro de halos de degradación de CMC en 25 aislados. Las letras diferentes sobre 
las barras, indican diferencias estadísticas significativas de acuerdo a la prueba de comparación de medias 
de Tukey (p < 0.05 y a =3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Halos de degradación de colonias bacterianas. A-C colonias S1Z1A, S2Z1E y S2Z1F crecidas en 
medio CMC; D aislado S3Z1B después de 24 horas de incubación a 35 ºC representa la morfología colonial 
del aislado crecido en medio LB después de 48 horas de incubación a 35 ºC; E-H, halos de degradación de 
carboximetilcelulosa como única fuente de carbono. 
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Figura 17. Halos de degradación de colonias bacterianas. I-L colonias S2Z1B, S5Z1B, S3Z3C y S5Z1D 
crecidas en medio CMC; M-O, halos de degradación de carboximetilcelulosa como única fuente de carbono. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Halos de degradación de colonias bacterianas. P, Q y S colonias S2Z2B, S3Z2A y S2Z2E crecidas 
en medio CMC; R aislado S5Z1A después de 24 horas de incubación a 35 ºC representa la morfología 
colonial del aislado crecido en medio LB después de 48 horas de incubación a 35 ºC; T-W, halos de 
degradación de carboximetilcelulosa como única fuente de carbono. 

En nuestro estudio, el número de aislados obtenidos a partir de las muestras de suelo de 

bosque fue reducido en comparación con composta. Esto podría deberse a que en esta 

zona, las características particulares de vegetación, disponibilidad de nutrientes y 

características físico-químicas del suelo han permitido el establecimiento de pocas 

poblaciones de bacterias celulolíticas. Sin embargo, es importante resaltar que, el uso de 

fuentes de carbono recalcitrantes como CMC o lignina para realizar el aislamiento de 

bacterias celulolíticas, o el empleo de medios de cultivo específicos que favorezcan el 

crecimiento de ciertos taxa bacterianos podría generar un número mayor de aislados a 

partir de muestras de suelo con las características de los dos sitios de bosque muestreados 

en este trabajo. La variación de las poblaciones microbianas también podría ser 
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influenciada por las condiciones estacionales al momento de la colecta (Hakspiel Segura. 

2009; Andy y Edwin 2008) 

Las modificaciones del pH ocasionadas por actividades antropogénicas como el cambio de 

ambientes naturales a agrosistemas. Asimismo, el pH es uno de los factores con mayor 

variación durante las etapas de composteo, en la etapa mesófila II, disminuye el pH y se 

mineraliza el nitrógeno orgánico y se libera el H+ como producto del proceso de nitrificación 

hasta la etapa de maduración (Zhang et al., 2011).  

Esto en conjunto con un ambiente rico en nutrientes y cambios dinámicos de temperatura 

trae como consecuencia el establecimiento de clases de microrganismos con 

metabolismos contrastantes en cada una de las etapas de composteo (Ryckeboer et al., 

2003), en dónde de manera particular, durante la etapa mesófila II, se favorece la presencia 

de microorganismos capaces de degradar fuentes de carbono de alto peso molecular como 

polímeros de glucosa (Insam y Bertoldi, 2007) ya que en esta etapa se agotan las fuentes 

de carbono de bajo peso molecular y este evento sucede a la degradación de polímeros 

complejos como la celulosa; la mesófila II, se caracteriza por la presencia de bacterias 

celulolíticas mesófilas de los géneros Cellulomonas, Bacillus, Clostridium y Pseudomonas, 

entre otras (Romane et al., 2013; Thomas y Schaechter, 2012).  

Por su parte, a diferencia del composteo tradicional, el lombricomposteo es un proceso 

mesofílico en el cual participan anélidos, de manera específica de la especie Eisenia fetida 

es la más utilizada en este tipo de prácticas. En el lombricomposteo se genera un producto 

final con un contenido de nutrientes superior, así como con una actividad microbiana 

elevada, y se obtiene en menor tiempo que en el composteo (Tognetti et al., 2005). Esto 

significa que los procesos de degradación de polímeros como la celulosa se realiza en 

tiempo corto, entre otras cosas, por acción sinérgica entre las comunidades microbianas. 

La cantidad de celulosa durante el proceso de lombricomposteo ha sido cuantificada (Aira 

et al., 2006) y se ha observado que su disminución en el sustrato está acompañada de una 

alta densidad de lombrices y un incremento en la biomasa microbiana. Además, se ha 

propuesto que las condiciones de lombricomposteo favorecen el establecimiento de 

relaciones simbióticas y sinérgicas entre bacterias celulolíticas que producen enzimas con 

una alta capacidad catalítica y lombrices (Hong et al., 2011).  
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El aislamiento de bacterias celulolíticas a partir de ambientes extremos, particularmente 

aquellos con altas temperaturas se considera de importancia por las propiedades 

termoestables de las enzimas que estos organismos producen. Stathopoulou et al. (2012) 

obtuvieron un aislado de Geobacillus sp. productor de celulasa, xilanasa, β-glucosidasa y 

β -xilosidasa a partir de muestras de ambientes volcánicos. En el género Geobacillus se 

ha identificado el gen celA, que codifica para una endoglucanasa extracelular que retiene 

su actividad después de haber sido sometida una temperatura de 65 °C durante 6 horas y 

con rangos de actividad enzimática óptima desde los 45 hasta los 75 °C (Ng et al., 2009). 

Otra especie aislada de ambientes volcánicos es el extremófilo Thermoclostridium 

stercorarium, que es un Gram-positivo fermentador con alta actividad celulolítica y 

hemicelulolítica (Schwarz et al., 1995). Otros celulolíticos han sido obtenidos de ambientes 

extremófilos como fuentes de geiseres naturales en Candarave-Tacna, Perú y en el Parque 

Nacional Yellowstone (Lampe et al., 2014; Debord et al., 1995). En el presente trabajo, se 

obtuvieron seis aislados fenotípicamente distintos a partir de las muestras de suelo del 

cráter del volcán Paricutín, la mayoría de ellos Gram positivos. En este ambiente, la materia 

orgánica era escasa a comparación de lo que se observó en otras zonas de colecta y no 

había cubierta vegetal. Durante el proceso de intemperismo, después de las etapas 

iniciales, favorecidas por factores físicos y químicos, se propicia el establecimiento de 

microorganismos con ciertas particularidades metabólicas como fotótrofos fijadores de 

nitrógeno y quimiolitótrofos. Posteriormente, las interacciones de microorganismos con 

raíces de plantas favorecen el establecimiento de comunidades vegetales (Voroney, 2007). 

Fujimura et al. (2012) reportan la colonización microbiana de sustratos posterior a la 

erupción del Monte Oyama (año 2000); en la que describen la abundancia de bacterias 

pertenecientes a Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria a partir de muestras 

colectadas en una zona no afectada por la erupción, con una edad geológica aproximada 

de 800 años. En muestras colectadas de zonas que habían sufrido los efectos de la 

erupción, el metabolismo heterotrófico no se detectó por análisis del perfil fisiológico y se 

demostró la presencia de bacterias quimiolitótrofas, con Proteobacteria como el grupo más 

abundante. La erupción del volcán Paricutín ocurrió en el año de 1943 y se extendió hasta 

1952 (Inbar et al., 1994). En este estudio fue posible aislar bacterias capaces de degradar 

celulosa del interior del cráter del volcán, lo cual sugiere que, desde el inicio del periodo de 

inactividad del volcán hasta la fecha, se ha propiciado el establecimiento de bacterias 
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heterotróficas capaces de degradar una fuente recalcitrante de carbono como celulosa 

como un mecanismo para aprovechar la escasa disponibilidad de carbono. 

4.2 Aislados con capacidad de degradar celulosa, difieren en su potencial para 
catabolizar CMC en condiciones in vitro 

Se realizó la dinámica de crecimiento in vitro de los 25 aislados bacterianos con capacidad 

celulolítica crecidos en medio de cultivo líquido con CMC como única fuente de carbono. 

Además, se determinó el momento de crecimiento sincrónico ideal, en el que la tasa de 

reproducción es proporcional a la población existente y a la cantidad de recursos 

disponibles, de acuerdo al modelo lineal o logístico de Verlhults-Pearl (Sunday et al., 2012). 

A las 16 horas de crecimiento en cultivo líquido a una temperatura de 35 ºC y en agitación, 

17 aislados celulolíticos estuvieron en su punto ideal de crecimiento sincrónico; los aislados 

S1Z5A, S2Z1B, S3Z3D, S5Z1D y S5Z2A, a las 28 horas; S2Z2E, a las 56 horas; S1Z2A a 

las 12 horas y S5Z1A a las 4 horas (Cuadro 4). En cultivos bacterianos en medio líquido, 

se reconoce que existe una etapa de división celular sincrónica durante las primeras horas, 

en la cual se mantiene una fase logarítmica estable. Posterior a ello, comienza la fase 

estacionaria o de latencia; donde disminuye la multiplicación; se produce un declive del 

crecimiento celular y se paraliza el desarrollo; ocasionado por la disminución de nutrientes 

y el aumento de sustancias tóxicas en el medio (Guzmán y Cedeño, 2015; Panicov, 2011). 

Sin embargo, el género Bacillus, se ha caracterizado por mostrar fases de crecimiento 

sincrónico que comienzan entre las 2 y las 16 horas en medio CMC en condiciones in vitro 

(Rodríguez y Llenque, 2016).Además, bacterias celulolíticas como B. cecembensis, 

Paenibacillus papuli, Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Bacillus mycoiedes, presentan 

crecimiento sincrónico más rápido y eficaz en medio enriquecido con CMC, que con otras 

formas de carbono como celulosa cristalina (Avicel). La dinámica de crecimiento de los 

aislados bacterianos que se obtuvieron en este trabajo fue evaluada en presencia de CMC 

como fuente de carbono. 

El punto de crecimiento sincrónico se usó como referencia para realizar el conteo de 

Unidades Formadoras de Colonia (UFC) en medio CMC sólido. La mayor parte de los 

aislados generaron entre 5.0x105 y 7.0x1010 UFC . mL-1 en el punto de crecimiento 

sincrónico ideal, sin embargo el aislado S3Z3D desarrolló 4.0x104 UFC . mL-1 y los aislados 
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S3Z1A, S3Z3C, S2Z2C alcanzaron la mayor densidad colonial con 1.0x1011 UFC .mL-1 

(Cuadro 5). La formación de colonias de bacterias celulolíticas in vitro depende de diversos 

factores ambientales como el pH, temperatura y sustrato, además de la capacidad de 

adherencia al medio de cultivo, donde pueden coexistir células no adherentes con 

celodextrinas en las que se limita la generación de colonias (Khatiwada et al., 2016; Russell 

et al., 2009). 

Cuadro 5: Características físico químicas y catalíticas de aislados con capacidad celulolítica. Las 
abreviaturas corresponden a: CMC carboximetilcelulosa; M, degradación enzimática de monómeros; MD, 
degradación enzimática a monómeros y dímeros; ND, no determinado. 

 

Otro factor influyente, es el sitio de procedencia del microorganismo; se ha observado que 

bacterias con capacidad de degradar carboximetilcelulosa, como única fuente de carbono 

procedentes de zonas boscosas y composteras, con alto contenido de materia orgánica, 

presentan un alto número de colonias (1.26x1011 hasta 9.4x1013 UFC . mL-1); el género 

Bacillus, es el más abundante dentro de microorganismos celulolíticos encontrados en las 

Aislados
Crecimiento
sincrónico

(Hrs)

CMC
(cm) UFC

µg de 
glucosa TLC

S1Z1A 16 1.24 8.0x109 35.02 ND
S1Z1D 16 1.36 3.0x108 37.09 ND
S1Z2A 12 1.1 4.9x108 31.91 ND
S1Z2C 16 1.4 7.0x109 46.74 M
S1Z5A 28 1.17 1.0x107 ND ND
S2Z1A 16 1.3 7.0x107 47.43 ND
S2Z1B 28 1.37 6.7x106 28.72 M
S2Z1E 16 1.38 3.0x106 40.53 ND
S2Z1F 16 1.33 1.5x107 50.71 M
S2Z1G 16 1.31 1.0x108 50.71 ND
S2Z2B 16 1.35 8.0x107 23.64 ND
S2Z2C 16 1.1 1.0x1011 31.57 ND
S2Z2D 16 1.41 8.7x107 31.57 ND
S2Z2E 56 1.45 2.0x105 46.22 ND
S3Z1A 16 1.29 1.0x1011 33.46 MD
S3Z1B 16 1.4 4.0x107 ND ND
S3Z2A 16 1.1 3.4x106 25.19 ND
S3Z3C 16 1.31 1.0x1011 36.03 ND
S3Z3D 28 1.3 4.0x104 30.12 ND
S3Z3E 16 1.39 7.0x107 42.26 ND
S4Z1B 16 1.08 6.0x107 28.64 ND
S5Z1A 4 1.33 5.0x105 26.57 ND
S5Z1B 16 1.32 6.5x106 49.88 M
S5Z1D 28 1.41 7.0x1010 29.88 MD
S5Z2A 28 1.27 7.0x109 46.53 ND
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zonas mencionadas anteriormente. (Cuevas 2013; Florez et al., 2016 y Morales-barrón et 

al., 2017). Mientras que microorganismos celulolíticos que fueron extraídos de suelos con 

poca cantidad de arcilla, limo, materia orgánica y baja conductividad eléctrica; forman 

desde 3x105 a 6.8x107 UFC ml-1 in vitro (Ashwani et al., 2014). 

Durante esta etapa, y a medida que se subcultivaban los aislados originalmente 

seleccionados, se observó que S1Z5A y S3Z1A perdieron la capacidad de desarrollarse 

en condiciones in vitro, por lo que no fueron sujetos a las evaluaciones posteriores.  

El crecimiento sincrónico se utilizó como referencia para cuantificar la capacidad 

celulolítica, de acuerdo a la concentración de azúcares reductores generados por el 

catabolismo de la CMC en medio líquido. De los 23 aislados evaluados, los pertenecientes 

al grupo cuyo punto de crecimiento sincrónico se alcanzó a las 12 h de inoculación en 

medio LB, presentaron una concentración máxima de 30 a 40 µg de glucosa. mL-1 (Figura 

19 A), los aislados de crecimiento sincrónico a las 16 h alcanzaron un máximo de 25 a 50 

µg de glucosa. mL-1 (Figura 19 B) y los aislados de crecimiento sincrónico a las 22 h 

mostraron una concentración máxima de 30 a 40 µg de glucosa. mL-1 (Figura 19 C). 
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Figura 19. Curvas de degradación de azúcares reductores mediante el método de Somogyi y Nelson. El 
punto de inicio se tomó 4 horas antes de la fase exponencial de cada uno de los aislados celulolíticos. La 
Figura A muestra los aislados tomados desde las 12 hasta 24 horas de reducción de azúcares, en la Figura 
B se observan aislados con punto de inicio desde las 16 a 28 horas. La Figura C con fase desde las 24 a las 
36 horas de crecimiento. Todos los aislados crecidos en medio CMC a 35 ºC a 130 rpm. 

Se sabe que, la degradación de azúcares es un proceso altamente eficiente por 

microorganismos que utilizan un sistema transportador de celulasas, donde el consumo de 

azúcares solubles en el interior de las células, es transportado al citosol en donde 
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comienzan a ser transformados en glucosa-6-fosfato para entrar a la ruta glucolítica. 

Frecuentemente esto ocurre segundos después de la liberación inicial de las fibras de 

celulosa (Camacho et al., 2014). Sin embargo, los picos más altos de actividad enzimática 

se generan al final de la glucólisis, al agotarse los polisacáridos presentes en el medio 

(CMC) (Khatiwada et al., 2016). De acuerdo a los resultados obtenidos, mediante la 

implementación de microorganismos celulolíticos se sugiere que exista una correlación 

entre factores como el pH y temperatura, estos factores externos influyen en los procesos 

de degradación enzimática (Rastori et al., 2010). 23 aislados fueron sometidos a análisis 

de los productos de hidrólisis mediante cromatografía de capa fina (Thin Layer 

Cromatoraphy o TLC por sus siglas en inglés). 6 aislados (S5Z1D, S2Z1B, S3Z1A, S1Z2C, 

S2Z1F y S2Z1B) presentaron la capacidad de degradar CMC a dímeros, ya que se observó 

la presencia de machas en las placas de sílice que coincidían con los dímeros de referencia 

(celobiosa y maltosa) (Cuadro 4). Por su parte, los productos resueltos por TLC de los 

extractos generados de los aislados S3Z1A y S5Z1D sugieren que ambos son capaces de 

degradar el polímero en monómeros (Figura 20). En el resto de los aislados no se detectó 

la presencia de monómeros o dímeros en los extractos resueltos por TLC. 

Es bien sabido que la producción de celulasas se optimiza mediante el uso de aislados 

bacterianos con capacidades enzimáticas específicas. Además, la capacidad de 

degradación de un polímero como la celulosa, está relacionado con la temperatura, el pH, 

el sustrato y el tiempo de desarrollo fisiológico de manera in vitro. Estudios recientes 

demuestran que existen bacterias con la capacidad de degradar polímeros a dímeros, 

cuando se implementa CMC y no papel filtro como única fuente de carbono, haciendo al 

CMC 4.7 veces más susceptible a la degradación enzimática, la cual permite una mayor 

asimilación por parte de los microorganismos, para concluir en la formación de diversos 

azúcares y/o fuentes de carbono (Tollefson et al., 2008). 

Es por ello que en la actualidad el contar con aislados celulolíticos que contengan celulasas 

activas y estables, además de sobrevivir a capacidades termofílicas, son de gran interés 

debido a sus potenciales aplicaciones industriales, bioenergéticas y agrícolas.   
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Figura 20. Cromatografía de Capa Fina (TLC) en cromatoplacas de 20 x 20 cm (Merck) con gel de sílice G 
60 F254 de 0.25 mm de espesor, como marcadores de corrida se emplearon los azúcares CMC, Celobiosa, 
Maltosa, Dextrosa y Mix, posterior se muestran los 24 aislados crecidos en medio CMC al 1 % hasta su fase 
exponencial. El asterisco (*) indica degradación de CMC a dimeros y el doble asterisco (**), degradación a 
monómeros. 

Por el contrario, existen bacterias que limitan las actividades enzimáticas por parte de las 

celulasas y disminuyen la formación de glucosa como fase final (Berg et al., 1971). Se sabe 

que el género Bacillus tiene una mayor degradación enzimática con CMC como sustrato, 

que con celulosa microcristalina (De Marco et al., 2017). Se sabe que especies como 

Bacillus subtilis y Streptomyces sp. obtenidas en nuestro proyecto, tienen la capacidad 

para hidrolizar distintos polímeros a monómeros de manera in vitro (Lee et al., 2018; Wu., 

B. et al., 2018). Además, en la obtención de hexosas y pentosas (glucosa y xilosa) a partir 

de material vegetal fibroso, se han usado Scopulibacillus sp., Enterobacter sp y Cytophaga 

hutchinsonii (Yan., Z. F. et al., 2018; Waghmare et al., 2018). Donde actúan en la 

transformación rápida de celulosa con la utilización de un sistema simple de la celulasa 

que consiste en endoglucanasas y β-glucosidasas. Además, este género es altamente 

tolerante a la glucosa ya que conserva el 40 % de su actividad al aumentar 100 veces la 

concentración de glucosa in vitro, mostrando así su potencial de aplicación en la 

agroindustria (Van Dick et al., 2009; Lim et al., 2016; Zhang et al., 2017). Sin embargo; 

también existen enzimas derivadas de microorganismos como Clostridium cellulolyticum; 

el 52 % de los microorganismos celulolíticos demuestran interacciones enzimáticas con 

otras endoglucanasas, pertenecientes a glicol hidrolasas (Fu et al., 2010).  

Al sustituir CMC, por otro sustrato natural, nuestros microorganismos no se desarrollaron 

de la misma manera. Es por ello que, la afinidad de un microorganismo por un sustrato 

especifico, es de suma importancia; ya que, al contener la adecuada fuente de carbono, el 
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microorganismo aumenta su capacidad catalítica dada por las enzimas hidrolíticas, siendo 

la sacarosa el sustrato mayor utilidad seguido del CMC. Por el contrario, de manera in vitro 

al no existir el sustrato adecuado la despolimerización es baja, la fase Lag del desarrollo 

celular se prolonga y el rendimiento bacteriológico disminuye (Ahuja et al., 2004). Se sabe 

además que el añadir caseína y tirosina en el medio de cultivo aumenta la producción 

enzimática; pero estos afectan la permeabilidad celular (Reese E. T 1971 y Bradford M. 

M.1976). Khatiwada et al. en (2016) menciona que, el rendimiento celulolítico de 

microorganismos del genero Bacillus se ve beneficiado cuando se implementa celulosa 

vegetal, α- celulosa, CMC u otras fuentes de carbohidratos. Al momento de determinar la 

capacidad catalítica para otros microorganismos celulolíticos como es el caso del hongo 

Saccharomyces cerevisiae, resulta haber una mayor degradación enzimática en CMC que 

al implementar papel filtro como fuente de carbono. En estos casos las actividades 

extracelulares de la celulasa varían de 0,012 a 0,196 UI mL para papel filtro y de 0,162 a 

0,400 UI mL para el análisis de endoglucanasa en CMC (Gupta et al., 2011). Leschine y 

Canale, en (1983), sugieren que se deben de implementar condiciones adecuadas para 

microorganismos celulolíticos específicos y así obtener un rendimiento remunerable y 

adecuado con la capacidad de degradar CMC en velocidades aceleradas.  

Se sabe que, bacterias como Marinimicrobium sp. tienen una alta actividad para degradar 

CMC extracelular. Esta bacteria demostró su actividad máxima degradadora a 55 °C y pH 

de 7,0 en ausencia de NaCl conservando el 84 % de la enzima, además de resistir 

diferentes concentraciones de pH (5 – 11) indicando que es halotolerante, termoestable y 

alcalino-estable (Zhao et al., 2012). Por otra parte, bacterias como Clostridium 

cellulolyticum tienen una actividad enzimática en pH 6,5 a 35 °C, al demostrar actividad 

alta para en CMC y baja en Avicel insoluble (Fu et al., 2010). Estudios recientes revelan 

que el nivel máximo de actividad de la celulasa producido por aislados de Bacillus sp. y 

Serratia sp. es posterior a las 24 horas de crecimiento celular, sin embargo, existen 

Pseudomonas spp. que demoran hasta 42 horas para su expresión. Señalando que el pH 

y la temperatura óptima para la expresión es a 37 ºC y pH de 7,0 respectivamente. Sin 

embargo, la celulasa cruda, resulta ser más rápida en la liberación de azúcares, donde los 

microorganismos producen un nivel de celulasa alto con una capa degradante de celulosa 

(Khatiwada et al., 2016). Pandey et al., (2013) sugiere que la temperatura óptima para la 
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actividad celulólitica de la celulasa secretada por los aislados bacterianos extraídos de 

diversos ambientes extremos es de 40 ºC. Por otra parte, la celulasa proveniente de fuentes 

fúngicas es inestable en condiciones alcalinas y temperaturas mayores de 50 ºC (Singh et 

al., 2011). Por lo antes mencionado; se requiere optimizar las condiciones fisicoquímicas 

para la máxima actividad de un microorganismo celulolítico antes de su aplicación.  

Es por ello que se realizó la determinación de la temperatura óptima para el crecimiento de 

los 25 aislados celulolíticos crecidos en medio de cultivo CMC como única fuente de 

carbono. Los aislados S3Z1B y S2Z1B, presentaron los crecimientos bacterianos más 

altos; desde 4.5 cm (25 ºC) hasta 7 cm ( 50 ºC) de diámetro con estas referencias en 7 

temperaturas, cabe señalar que  el diámetro de los aislados a los 60 ºC decreció. Sin 

embargo obtuvimos 19 aislados donde sus diámetros bacterianos tuvieron una variación 

muy amplia de temperatura óptima. Como referencia los aislados S1Z1D, S2Z1E y S5Z1D, 

con un diámetro de crecimiento de 3.8 cm a los 45 ºC y 2.5 cm a los 55 ºC; y un tercer 

grupo donde sus diámetros oscilaron entre 1cm y 0.5 cm (S5Z2A y S4Z1B) (Figura 22). 

Cabe señalar que dos aislados (S5Z2A y S3Z3C) no crecieron a temperaturas mayores a 

los 50 ºC (Figura 21); aunado a ello 22 aislados podrían caracterizarse dentro del rango de 

los termófilos, ya que crecen a temperaturas mayores de los 45 ºC. De acuerdo a los 

resultados obtenidos las temperaturas óptimas para el desarrollo de aislados celulolíticos 

provenientes de 5 zonas de Nuevo Parangaricutiro; son entre los 35 a 45 ºC, ya que fue 

donde se observó mayor desarrollo. 

Se conoce que existen microorganismos susceptibles a las variaciones de temperaturas, 

(Mantilla y Acosta, 2013). Sin embargo, se sabe que para las funciones catalíticas de los 

microorganismos celulolíticos es más eficiente su desarrollo a temperaturas de 50 ºC. Esto 

se concreta con los trabajos de Guzmán et al. (2015) y Amraini et al. (2017), quienes 

mencionan que Bacillus sp, B. subtilis y Bacillus circulans aislados de composta y geiseres, 

tienen mayor crecimiento entre los 50 y 60 ºC, además de que la actividad catalítica 

aumenta drásticamente al sobrepasar los 45 ºC, debido a un aumento en la energía cinética 

de los microorganismos (Acharya y Chaudhary, 2012 y Ladeira et al., 2015). Se sabe 

también que al aumentar la temperatura se produce una mayor cantidad de ácidos 
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orgánicos, por lo que conlleva a la disminución del pH (Heck et al., 2002 y Shabeb et al., 

2010). 

Los resultados arrojaron que en temperaturas mínimas el pH más alto osciló entre 8 y 7 

(S1Z2C y S3Z3C) y de 4.8 (S1Z1A) el mínimo, referente a los 25 a 35 ºC, entre los 40 y 50 

ºC el pH más alto se encontró en 6.7 (S2Z2A, S1Z5A y S3Z1D) y de 3.2 en el aislado 

S3Z1A (Figura 23). En inóculos con temperaturas posteriores a los 50 ºC el pH del medio 

se acidificó ya que el 84 % de los aislados se encontró en los rangos de 7 a 3.89 en 

comparación con los de la temperatura de 70 ºC donde un 52 % se encontró en un pH de 

7.01 (S1Z2A) el 40 % a pH inferior de 6 (S2Z1A) (Figura 22). Cabe mencionar que el pH 

se ve influenciado por la temperatura, ya que entre más aumentó la temperatura el pH se 

volvió más ácido y si la temperatura es baja el pH es alcalino, es por ello que los datos 

obtenidos en nuestro experimento demuestran que las temperaturas óptimas para que el 

crecimiento bacteriano esté en un pH cercano a la neutralidad debe de encontrarse entre 

los 35 y 45 ºC, y así no se disminuya el crecimiento celular. Se sabe que los valores óptimos 

de pH para bacterias celulolíticas oscila entre 6.0 y 7.5, mientras que en el caso de hongos 

celulolíticos este rango se amplía entre valores de pH 5.5 a 8.0 (Salazar, 2014). Además; 

en numerosas reacciones enzimáticas los iones H+ pueden actuar como inhibidores, 

causando la disminución del crecimiento celular por el bajo pH (Ramírez, 2014). En 

organismo celulolíticos estrictamente aeróbios es necesario un pH entre 7-8 para que su 

crecimiento celular sea eficiente, ya que en pH ácidos el crecimiento decrece (Berg et al., 

1971). Específicamente, Bacillus sp. y B. subtilis requieren un medio de crecimiento neutro 

(8-6.5 y 7.5) y una temperatura de 40 ºC para su desarrollo fisiológico (Sánchez-Santillán 

et al., 2016 y Amraini et al., 2017). Sin embargo, para que la actividad enzimática de 

endoglucanasas sea mayor se requiere de temperaturas más elevadas (59.5 ºC hasta 67.5 

ºC), donde los pH deben de oscilar entre 5.9 y 6.4 (Lampe et al., 2014). Prasad et al. (2015), 

reafirma este resultado, al obtener Bacillus sp. con una actividad de celulasa estable en pH 

6 – 8 a 50 ºC, donde la enzima mostró un 19 % de aumento en su actividad enzimática 

relativa. Por parte de hongos celulolíticos como Trichoderma y Aspergillus, donde se 

empleó medio con CMC, los factores físico- químicos influyen en la capacidad degradadora 

del material celulolítico de manera in vitro. Se sabe que para estos géneros la gama de pH 

debe de ser alcalino (7 a 9) y así rendir un buen funcionamiento en la degradación (Laachari 
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et al., 2013 y Guzmán et al., 2015). Por lo antes mencionado los microorganismos 

celulolíticos con características específicas han atraído considerable atención debido a sus 

potenciales aplicaciones industriales, estas pueden llegar a ser halotolerante, termostable 

y alcalino-estable (Zhao et al., 2012). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Media del diámetro de halos de crecimiento en CMC a diferentes temperaturas. La letra A 
representa 25 ºC, B) 30 ºC, C) 35 ºC, D) 40 ºC, E) 45 ºC, F) 50 ºC, G) 55 ºC y H) 60 ºC .Las letras diferentes 
sobre las barras, indican diferencias estadísiticas significativas de acuerdo a la prueba de comparación de 
medias de Tukey (p < 0.05 y a =3). 
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Figura 22. Media del pH de aislados celulolíticos crecidos a diferentes temperaturas. La letra A representa 
25 ºC, B) 30 ºC, C) 35 ºC, D) 40 ºC, E) 45 ºC, F) 50 ºC, G) 55 ºC, H) 60 ºC e I) 70 ºC. Las letras diferentes 
sobre las barras, indican diferencias estadísticas significativas de acuerdo a la prueba de comparación 
de medias de Tukey (p < 0.05 y a =3). 

Además, de tener determinada la temperatura y pH óptimos para la actividad de la celulasa 

producida por los aislados bacterianos, se procedió a determinar la filogenia de los aislados 

obtenidos. 

4.3 Caracterización molecular de los aislados con capacidad celulolítica  

Con la finalidad de definir la identidad a nivel de género o especie de los aislados 

bacterianos obtenidos en este trabajo, se amplificó por PCR la región del gen 16S del rDNA 

delimitada por los oligonucleótidos fD1 y rD1 (Weisburg et al., 1991 y Zapata y Castellanos, 

2014). Para todos los aislados se logró amplificar un producto de PCR de 

aproximadamente 1500 pares de bases (pb) (Figura 23). Todos los productos de 

amplificaciones se secuenciaron por ambos extremos y posteriormente, las secuencias 

fueron usadas para comparar en las bases de datos internacionales y generar inferencias 

filogenéticas.  
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Figura 23. Amplificación por PCR del Gen 16S de los aislados celulolíticos S1Z1A, S1Z1D, S1Z2C, S2Z1E, 
S2Z1F, S2Z1G, S2Z2B, S2Z2C, S2Z2D, S2Z2E, S3Z1A, S3Z3D, S3Z3C, S5Z1A, S5Z1B, S5Z1D, S1Z5A, 
S2Z1B y visualizados en geles de agarosa al 0.8 % mediante electroforesis. 

4.3.1  Análisis de las secuencias 

Todas las secuencias generadas en este estudio, mostraron del 100 al 99 % de similitud 

cuando se compararon con secuencias que están contenidas en las bases de datos 

internacionales (Cuadro 6). La comparación de las secuencias en el GenBank, dio como 

resultado que 17 de los aislados analizados pertenecen al género Bacillus, mientras que el 

S1Z5A aislado pertenece al género Stenotrophomonas. De las 17 especies de Bacillus, 10 

aislados presentaron 100 % de similitud con B. pumilus y se agruparon filogenéticamente 

con esta especie; S2Z1B, S2Z1E, S2Z2E y S3Z3C con B. subtillis; S2Z1F, S2Z2B, S2Z2C 

con las especies B. altitudinis, B. tequilensis y B. stratosfericus (Figura 24). 

La taxonomía del género Bacillus ha generado gran controversia, entre otras cosas, por la 

poca resolución que otorga la secuencia del gen 16S al momento de definir a las especies 

estrechamente relacionadas en este género (Maughan y Van der Auwera, 2004). Dentro 

del género, se ha identificado de manera convencional un grupo que se designa como 

“complejo de especies de Bacillus subtillis”, el cual incluye a las especies B. 

amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. axaraquensis, B. malacitensis, B. mojavensis, B. 

sonorensis, B. tequilensis, B. vallismortis y B. velezensis. Todas estas especies tienen un 

nivel elevado de conservación en la secuencia del gen 16S, y adicionalmente algunas de 

ellas son difíciles diferenciar entre sí por estados de carácter bioquímicos o fisiológicos. Es 

por ello que se ha propuesto el uso de otros marcadores moleculares con tasas de 

mutación más elevadas como el gen de la subunidad pequeña de la girasa A (gyrA) la 

subunidad B de la RNA polimerasa y la subunidad alfa de la polimerasa III, entre otras 

(Rooney et al., 2009). Adicionalmente a esto, los perfiles de ácidos grasos también han 

ayudado a definir la existencia de grupos taxonómicos a nivel de especie o subespecie 
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dentro del género (Rooney et al., 2009). Los perfiles lipídicos también han ayudado a 

soportar la separación de especies Bacillus para ser subordinadas en otras categorías 

taxonómicas (Krishnamurthi et al., 2009; Kämpfer et al., 2006) sin embargo, esto trae 

consigo el riesgo de surgir grupos con clasificaciones artificiales.  

De manera similar, otro grupo de Bacillus, cuyo nombre, no tiene validez taxonómica pero 

que se reconoce por agrupar a especies estrechamente emparentadas es el “grupo de 

Bacillus cereus”, el cual, como su nombre lo indica, contiene a especies fenotípica y 

genotípicamente relacionadas con B. cereus, dentro de las que destacan B. anthacis y B. 

thuringensis, también se consideran dentro de este grupo a B. mycoides, B. 

pseudomycoides y B. weihenstephanesis. En este grupo, las particularidades patogénicas 

de las especies se han referido como elementos para su separación en especies diferentes, 

(Vilas-Bôas et al., 2007; Rasko et al., 2005). Sin embargo, se han caracterizado cepas de 

B. cereus, B. anthracis y B. thuringensis con similitudes genómicas entre sí elevadas, que 

siguiere que estas especies deben considerarse como la misma (Helgason et al., 2000). 

Por otro lado, la caracterización de especies dentro del género es consistente por el análisis 

de características fisiológicas, bioquímicas y genéticas, sin embargo se resalta el potencial 

de variación intraespecífico e interespecífico dentro de los miembros de Bacillus (Parvathi 

et al., 2009; Maughan y Van der Auwera, 2004), lo que denota la complejidad para definir 

la diversidad de especies que comprende el género. 

En Bacillus, especies como B. cereus, B. licheniformis, B. subtillis, B, coagulans, entre otras 

han sido reconocidas como microorganismos con potencial biotecnológico por su 

capacidad de biosintetizar enzimas capaces de degradar celulosa (Tuan Lah et al., 2012; 

Seo et al., 2013; Kim et al., 2012; Aulitto et al., 2017). Durante los procesos de degradación 

de materia por métodos como la composta y la lombricomposta se han obtenido resultados 

contrastantes de la abundancia de microrganismos del género Bacillus, por ejemplo, 

Fracchia et al. (2006), compararon los grupos microbianos representativitos en productos 

finales de composta y lombricomposta, y reportaron que en el primero, había una mayor 

abundancia de bacterias pertenecientes a Firmicutes y Actinobacteria, mientras que en 

lombricomposta, otros phyla bacterianos fueron más representativos no incluyéndose 

dentro de ellos bacterias Gram-positivas; la lombricomposta, estaba compuesta por abono 
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de cerdo, vaca y gallina, así como de residuos y agrícolas. Adicionalmente, indican que la 

mayoría de los microorganismos del phylum Firmicutes reportados en su estudio fueron 

miembros estrechamente emparentados con el género Bacillus. Por su parte, Jayakumar 

y Natzrajan (2012), reportan que en lombricomposta cuyo principal sustrato fue el abono 

de cabra, la mayor abundancia de microorganismos fue de especies del género Bacillus. 

En ambos casos, la designación taxonómica de los grupos identificados estuvo basada en 

la secuencia del gen 16S. Estos resultados ponen en perspectiva la capacidad de distintos 

manejos en los procesos de manejo de residuos y su impacto en las comunidades 

microbianas que se establecen en diferentes procesos. En nuestro trabajo, tanto de 

ambientes naturales como de los procesos de composteo el género Bacillus predominó en 

los aislados fenotípicamente distintos identificados molecularmente, por lo que se sugiere 

que las condiciones naturales y las de composteo particulares de la región estudiada 

favorecen el establecimiento de bacterias de este género. 

La secuencia del aislado S1Z5A tuvo homología con especies reconocidas dentro del 

género Stenotrophomonas estan subordinadas a Pseudomonas y Xanthomonas. En 1993, 

Palleroni y Bradbury proponen el nuevo género Stenotrophomonas por la transferencia de 

la especie Xanthomona maltophilia al nuevo género Stenotrophomonas. El género 

Stenotrophomonas comprende especies cuya morfología celular es bacilar, Gram 

negativas no esporuladas, pequeño, fino, móvil mediante un flagelo polar multitrico, no 

fermentadoras, oxidasa negativas, generalmente no hemolíticas, olor característico a 

amoníaco, aerobias estrictas, poco exigente que se desarrolla en forma rápida en los 

medios de cultivo utilizados de rutina siendo las colonias rugosas de 3-5 mm de diámetro, 

brillantes y de color blanco a amarillento que se tornan color amarillo en MacConkey y café 

verdoso en agar sangre, y con una temperatura óptima de crecimiento es 35 °C (López et 

al., 2003 y Mayer et al., 2004). 

Especies con actividad celulolítica de Stenotrophomonas han sido aisladas de intestinos 

de larvas de Diatraea saccharalis, cuya fuente de alimentación principal es la caña de 

azúcar, de Holotrachia parallela y de intestinos de caracoles de la especie Achatina fulica 

(Dantur et al., 2015 Huang et al., 2012; Pinheiro et al., 2015). La especie S. rhizophila con 

capacidad celulolítica fue aislada de muestras de material composteado (Saffari et al., 
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2016). El aislado S1Z5A se obtuvo a partir del material de composteo que se estimó estaba 

en la etapa mesófila II. Se sabe que especies de Stenotrophomonas (Vazquez et al., 2005) 

se desarrollan en ambientes mesofílicos, durante el composteo en esta etapa también 

predominan especies del género Bacillus (Romane et al., 2013; Thomas y Schaechter, 

2012). 

Cuadro 6. Porcentaje de homología que muestran la secuencias 16S rDNA de nuestros 18 aislados 
obtenidos de los cinco sitios de colecta en la base de datos del NCBI mediante el análisis BLAST. 

	

	 	

Aislado Relación	con	especie Similitud

S1Z1A Bacillus	pumilus 100	%

S1Z1D Bacillus	pumilus 99	%

S1Z2C Bacillus	pumilus 100	%

S1Z5A Stenotrophomonas 100	%

S2Z1A Bacillus	pumilus 100	%

S2Z1B Bacillus	subtilis 99	%

S2Z1E Bacillus	subtilis	 100	%

S2Z1F Bacillus	altitudinis/tequilensis 99	%

S2Z1G Bacillus	pumilus 100	%

S2Z2B Bacillus	

stratosphericus/tequilensis

100	%

S2Z2C Bacillus	altitudinis/tequilensis 100	%

S2Z2D Bacillus	pumilus 100	%

S2Z2E Bacillus	subtilis 100	%

S3Z1B Bacillus	pumilus 100	%

S3Z3C Bacillus	subtilis 100	%

S3Z3D Bacillus	pumilus 100	%

S5Z1B Bacillus	pumilus 100	%

S5Z1D Bacillus	pumilus 100	%
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Figura 24. Relación filogenética generada con la secuencia del gen ribosomal 16S de aislados con capacidad 
celulolítica extraídos en el municipio de Nuevo Parangaricutiro. La topología del árbol fue genereada con el 
método de Neighbor-Joining a partir de un alineamiento múltiple usando el programa CLUSTALW; las 
distancias genéticas se obtuvieron con el método de Jukes-Cantor y la topología del árbol fue corroborada 
por un Bootstrap de 1000 repeticiones (valores en las ramas expresadas en porcentaje). Los números de 
acceso de las secuencias obtenidas de los bancos de datos internacionales se indican antes del nombre del 
microorganismo al que pertenecen. Para enraizar el árbol se utilizó una secuencia del gen 16S de Escherichia 
coli (J01859.1).  
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4.4  Actividad antagónica de bacterias con actividad celulolítica.  

Para el uso posterior de los aislados en consorcios celulolíticos in vitro, se realizaron 

pruebas de antagonismo. Se observó que el aislado S2Z1E tuvo la mayor actividad 

antagónica frente a las demás cepas evaluadas generando el máximo halo de inhibición 

frente a las cepas S1Z2, S2Z1B, S5Z1D, S2Z2E y S2Z2B como se observa en la Figura 

25, por lo que en un principio fue descartada como parte del consorcio microbiano, debido 

a su antagonismo frente a las siete cepas restantes. La mayor susceptibilidad se observó 

en las cepas S1Z2C, S2Z2B y S5Z1D cuyo crecimiento se inhibió por los demás aislados. 

Así mismo, existieron 3 asociaciones que resultaron antagónicas entre al menos uno de 

los microorganismos incluidos que están indicados en la Figura 26 como 1, 2, 3 (S1Z1D, 

S1Z2C, S2Z1B) combinación que resultó en la inhibición del crecimiento de S1Z1D; 6, 1, 7 

(S5Z1D, S1Z1D, S2Z2E) en dónde se inhibió el crecimiento de S5Z1D; y la combinación 

2, 5, 6 (S1Z2C, S2Z2B, S5Z1D) en la que se inhibió el crecimiento de S2Z2B y S5Z1D 

respectivamente. La actividad antagónica evidenció que a pesar de que algunos 

microorganismos fueron obtenidos de la misma muestra, existe antagonismo entre ellos, 

una posible explicación a este hecho es que existen diferencias en la complejidad del 

sistema enzimático que les permite degradar el sustrato, generando diferentes tasas de 

crecimiento y dando lugar a una competencia por sustrato, espacio, inhibición por 

antibióticos o bacteriocinas e inhibición heteróloga por quorum sensing. Todos estos 

fenómenos se han implicado en antagonismo (Barrera y Charry. 2008). 

Además, cabe señalar que el medio CMC tiene componentes nutricionales adicionales a 

la fuente de carbono como las fuentes de nitrógeno (peptona especial y extracto de 

levadura) a partir de las cuales el microorganismo puede crecer sin la necesidad de iniciar 

su metabolismo enzimático para catabolizar al polímero y generar glucosa, procesos que 

para los microorganismos implican gasto de energía. La degradación y catabolismo de 

celulosa representan un costo energético mayor si se compara con el catabolismo de 

glucosa (Lara et al., 2012). En otros trabajos como el publicado por Barrera y Charry (2008), 

se reportó la obtención de cepas celulolíticas aisladas de residuos de lechuga que no 

presentaron efectos antagónicos. Pero también se sabe que bacterias celulolíticas como 

B. subtilis, B. velezensis, y B. altitudinis, extraídos de la corteza de  Eucommia ulmoides y 
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de composteras, son antagónicas a un amplio espectro de microrganismos como  hongos 

patógenos, celulolíticos, lignoceluloliticas y xilosos (Chen et al., 2018).  

	

Figura 25. Confrontación de los aislados celulolíticos de acuerdo a su capacidad para degradar 
carboximetilcelulosa (CMC) extraídos de diferentes zonas de colecta. 1-2 son los aislados S1Z1D y S1Z2C; 
3, 4, 5 y 7, representan los aislados S2Z1B, S2Z1E, S2Z2B y S2Z2E. 8 y 9, son aislados extraídos del sitio 
3 que representan a S3Z1B y S3Z3E. El aislado S5Z1D es representado por la numeración 6. Todos fueron 
crecidos en medio CMC, durante 48 horas a 35 ºC. 
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Figura 26. Confrontación de los aislados celulolíticos con mayor capacidad celulolítica de acuerdo a su 
capacidad de degradar carboximetilcelulosa (CMC) extraídos de diferentes zonas de colecta. En la imagen 
A la cepa que resulto ser antagónica es la 1 (S1Z1D), B la cepa 6 (S5Z1D) por su parte la cepa 2 (S1Z2C) 
correspondiente a la imagen C, de la letra D-I, la cepa antagónica fue la 4 (S2Z1E). Los aislados fueron 
crecidos en medio CMC, durante 48 horas a 35 ºC.	
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V. CONCLUSIONES 

Con base en los objetivos planteados y los resultados obtenidos se concluyó lo siguiente: 

• En el municipio de Nuevo Parangaricutiro se encontraron aislados bacterianos con 

la capacidad de degradar carboximetilcelulosa como única fuente de carbono. 

 

•  El sustrato con mayor cantidad de materia orgánica en degradación que 

correspondió a composta y lombricomposta favorecen el establecimiento de 

microorganismos fenotípicamente distintos capaces de degradar celulosa.  

 

•  Los aislados S2Z1F y S2Z1G pertenecientes a lombricomposta, tuvieron la mayor 

actividad catalítica de CMC. En condiciones de lombricomposta existen 

microorganismos con alta capacidad de degradar celulosa.  

 

• La actividad catalítica de los aislados bacterianos celulolítica se ve influenciada por 

la presencia de las temperaturas y el pH en el que se desarrollan los aislados. La 

actividad catalítica no tiene correlación con la degradación de carboximetilcelulosa 

en medio solido debido a la acción de las enzimas junto con el microorganismo. 

 

• Microorganismos aislados de lombricomposta tienen la capacidad de degradar CMC 

hasta dímeros y monómeros por detección mediante cromatografía de capa fina, 

seguidos de aislados pertenecientes al sitio volcánico.  

 

• Las condiciones naturales y el manejo de residuos favorecen el establecimiento de 

microorganismos del género Bacillus, capaces de degradar celulosa. 

 

• Las bacterias celulolíticas S2Z1B, S2Z2B, S2Z2E, S3Z1B y S3Z3E, pueden ser 

utilizadas para formar un consorcio con potencial para la degradación de residuos 

orgánicos fibrosos. 
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