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RESUMEN
Brevibacillus brevis es una bacteria que se encuentra cominmente en suelos y plantas, teniendo
un papel importante en ciclos metabélicos como el ciclo de carbono y de nitrogeno. Son
habitantes comunes de aguas frescas y estancadas; particularmente activos en sedimentos y en
materia en descomposicion. Presenta actividad celulolitica, degradando este compuesto hasta
glucosa, no solo para satisfacer las necesidades energéticas de la planta sino ademas como
alternativa para el tratamiento y aprovechamiento de residuos organicos. Teniendo en cuenta
la situacion en Colombia con relacién al bajo nivel de aprovechamiento de los materiales de
celulosa de bajo valor y de los no reciclables, por falta de mecanismos para su reciclaje o
aprovechamiento; y los porcentajes de perdida de alimentos que se presentan en las centrales
de abasto de la ciudad de Bogota se plantea en este trabajo evaluar la capacidad celulolitica de
Brevibacillus brevis para el tratamiento de residuos organicos. Para esto, se determiné la
viabilidad y pureza de la bacteria, asi como la capacidad y el indice de eficiencia celulolitica
para posteriormente ser inoculada en cuatro diferentes tratamientos de residuos organicos
clasificados segun su concentracion de celulosa y la frecuencia de obtencion en la Central de
Abastos Norte (Codabas) de Bogota, Colombia. Con el anélisis de las variables estudiadas se
determiné una mayor degradacion de celulosa superior al 20% por parte de Brevibacillus brevis
con respecto a los tratamientos control, siendo asi Brevibacillus brevis una bacteria promotora

de un mayor protocolo de tratamiento para residuos organicos.

Palabras Clave: Degradacion, celulosa, tratamiento, aprovechamiento.
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ABSTRACT
Brevibacillus brevis is a bacterium commonly found in soils and plants, playing an important
role in metabolic cycles such as carbon and nitrogen cycling. They are common inhabitants of
fresh and stagnant waters; particularly active in sediments and decaying matter. It presents
cellulolytic activity, degrading this compound to glucose, not only to satisfy the energetic needs
of the plant but also as an alternative for the treatment and use of organic waste. Taking into
account the situation in Colombia regarding the low level of utilization of low-value cellulose
materials and non-recyclable materials, due to the lack of mechanisms for their recycling or
utilization; and the percentages of food losses that occur in the food supply centers of the city
of Bogota, this work proposes to evaluate the cellulolytic capacity of Brevibacillus brevis for
the treatment of organic wastes. For this purpose, the viability and purity of the bacteria were
determined, as well as the capacity and the cellulolytic efficiency index to be subsequently
inoculated in four different organic waste treatments classified according to their cellulose
concentration and the frequency of obtaining them in the Central de Abastos Norte (Codabas)
of Bogota, Colombia. With the analysis of the variables studied, it was determined that
Brevibacillus brevis degraded more than 20% of cellulose compared to the control treatments,
thus making Brevibacillus brevis a promoter bacterium of a greater treatment protocol for

organic waste

Keywords: Degradation, cellulose, treatment, utilization.
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1. INTRODUCCION

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas los cuales se clasifican segun su
estructura, forma, temperatura, pH y requerimiento de oxigeno para su crecimiento en el
ambiente donde se encuentren (Mollinedo & Gonzales, 2014). Asimismo, la comunidad
microbiana es un componente funcional importante dentro de la biota del suelo, debido a su rol
en cuanto al flujo de energia, asi como también en la transformacion de nutrientes y el constante
ciclo de bioelementos en el ambiente (Hoffman et al., 2003). Esta microbiota interviene en
procesos que involucran nutrientes como la fijacién del nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos
y la degradacién de compuestos carbonados, influyendo asi en el contenido o concentracion de

materia organica que sea generada (Kim et al., 2011).

Brevibacillus brevis (Migula, 1900) Shida et al., 1996, es una bacteria, bacilo Gram-positivo
aerobio formador de esporas que se encuentra comunmente en suelos y plantas, teniendo un
papel importante en ciclos metabdlicos como el ciclo de carbono y de nitrodgeno (Reinoso Pozo,
2007). Es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal con alta capacidad celulolitica
que pertenece a la familia Paenibacillaceae, anteriormente conocida como Bacillus brevis. Por
otro lado, son habitantes comunes de aguas frescas y estancadas; particularmente activos en
sedimentos y en materia en descomposicion; cuentan con actividad celulolitica, degradando
este compuesto hasta glucosa con el fin de satisfacer las necesidades energéticas para la planta,
asi mismo para la produccién de carbono dentro de este ciclo (Acharya & Chaudhary, 2011;
Viviano et al., 2011). De igual manera, esta especie de bacteria presenta una gran importancia

para su aplicacion en el tratamiento de residuos organicos (Vivas Ramirez, 2003).

La materia organica involucra procesos de degradacidon a través de microorganismos que

producen enzimas que ayudan a la degradacion de los componentes dentro de esta, en el cual
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se inicia una fragmentacion hacia particulas mas pequefias para favorecer todo el proceso de
transformacion (Ruiz Hernandez, 2020). Por otro lado, se ha evidenciado que la microbiota
aumenta los procesos de degradacion de compuestos organicos e impiden que se generen
patogenos dentro de estas (Borrero Gonzalez, 2014). Brevibacillus brevis cuenta con la
capacidad de degradar celulosa mediante sistemas enzimaticos conformados por endo B1-4
glucanasas y  glucosidasas presentes en la bacteria que mejoran la degradacion al inocularse

en residuos organicos con altas concentraciones de celulosa (Viviano et al., 2011).

Considerando la importancia del proceso de degradacion de celulosa de Brevibacillus brevis y
la cantidad de compuestos organicos generados, el presente estudio pretende determinar la
capacidad que tiene la bacteria celulolitica Brevibacillus brevis de degradar residuos organicos

como posible promotor de tratamiento para estos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Celulosa

La celulosa es una biomolécula orgdnica muy abundante y forma la mayor parte de la
biomasa terrestre ya que se encuentra en las paredes de las células vegetales. Es un polisacarido
estructural compuesto exclusivamente de moléculas de glucosa que a su vez esta formado por
la uniéon de diferentes B-D-glucopiranosas por enlaces 1-4; esta molécula no presenta
ramificaciones y estd constituida por cadenas lineales de glucopiranosas con disposicion
helicoidal, en el cual los diferentes mondmeros, se estabilizan entre ellos mediante puentes de
hidrdgeno, haciendo que la molécula de celulosa se vuelva impermeable e insoluble en agua,
asimismo, la celulosa se considera quimicamente como un polimero natural (Franco et al.,
2009; GOomez et al., 2013).

2.1.1 Degradacion de celulosa

Las cadenas lineales de moléculas de glucosa en la celulosa como polisacarido estructural,
interacttan entre ellas mediante los puentes de hidrégeno, formando asi unas microfibrillas que
se conocen como regiones cristalinas. Al formarse estas regiones, se producen regiones
amorfas, permitiendo asi la hidratacion y accion de enzimas como las celulasas (Ruiz
Hernandez, 2020). Estas enzimas llevan a cabo la fragmentacion de la molécula mediante una
accion secuencial y sinérgica de un grupo de estas que presentan diferentes lugares de enlaces
debido a la naturaleza compleja de la molécula de celulosa (Viteri Florez, 2016), por lo que los
microorganismos especificos capaces de sintetizar estas enzimas, facilitan el proceso de
fragmentacion de la macromolécula de celulosa para procesos metabolicos (Gomez et al.,
2013; Hendricks et al., 1995).

Por otro lado, el complejo de accion de celulasas se da inicio con una endo-f-1,4-glucanasa
la cual rompe los enlaces B-1,4 en las regiones amorfas internas de la macromolécula de

celulosa, dando como resultado largos fragmentos solubles (oligosacaridos). A su vez la exo-
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B-1,4-glucanasa separa la celobiosa (disacarido) desde los extremos de la molécula y esta
ultima es hidrolizada por la B-glucosidasa para la formacion y obtencion de glucosa (Schlegel

& Zaborosch, 1993).

2.2 Microorganismos celuloliticos

Estas bacterias tienen la habilidad bioquimica de producir celulasas como enzimas que
pueden hidrolizar o fragmentar la celulosa. También pueden utilizar celobiosa (disacarido) y
otros carbohidratos para degradar residuos organicos que presentan polisacaridos aprovechados
por estos mismos para la transformacién de los complejos celuloliticos en azlcares que
posteriormente son fermentados hasta alcohol u otros productos de valor agregado (Viteri

Florez, 2016).

2.3 Residuos orgéanicos

Son todos aquellos residuos que provienen de origen natural o que han pertenecido a un ser
vivo, por lo tanto, son biodegradables y pueden ser desintegrados con facilidad por organismos
0 seres vivos descomponedores como las bacterias que desintegran estos residuos organicos
biodegradables en componentes mas sencillos para su alimentacion. Un ejemplo de estos
residuos son las cascaras residuos de frutas, animales muertos, troncos caidos y heces de

animales (Ruiz Hernandez, 2020).
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es la capacidad celulolitica de Brevibacillus brevis para el tratamiento de residuos

organicos?
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4. JUSTIFICACION

Segin el Sistema Unico de Informacion (SUI) en Colombia existe un bajo nivel de
aprovechamiento de los materiales de celulosa de bajo valor y de los no reciclables, por falta
de mecanismos para su reciclaje o aprovechamiento, por lo que hay una acumulacion de
materiales de bajo valor y poco atractivos en las bodegas de acopio como los residuos organicos
provenientes de centrales de abasto en el pais principalmente (Noguera & Olivero, 2010). Por
otro lado, en Colombia los encargados del aprovechamiento de residuos ricos en celulosa se
han enfocado en materiales como carton, archivo, periddico y deméas cuyo mercado estd mas
desarrollado; a pesar de esto, falta identificar oportunidades de aprovechamiento con el
material que es rechazado y de esa manera incrementar los indices de tratamiento de residuos

organicos ricos en celulosa (Romero Gutiérrez, 2020).

En Colombia, la pérdida de alimentos representa un 34%, uno de los principales actores son
las centrales de abasto de alimentos (CONPES 3874., 2016). Dado esto, La Corporacion de
Abastos de Bogota (CORABASTOS) siendo la mayor central de abastos en el pais, genera
entre 80 y 100 toneladas diarias que, dentro de estas, se calcula que alrededor del 80% son de
origen organico y en la sede Norte de Central de Abastos de Bogota (Codabas) se calculan
entre 40 y 60 toneladas diarias de residuos organicos aprovechables (Castillo & Arrieta, 2014;
Consorcio NAM, 2008). En total, diariamente al relleno sanitario “Dofia Juana” de Bogota,
llegan aproximadamente 6.400 toneladas de residuos de los cuales un 7% son organicos y un
3% inorganicos. Debido a esto, la meta del Distrito es reducir el 10% del total de estos (Castillo

& Arrieta, 2014; Romero Gutiérrez, 2020).

La gran mayoria de las empresas que transforman celulosa de residuos organicos afirman que

existe un déficit para abastecer la demanda hasta del 35% de residuos aprovechables para
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tratamiento de estos (Rondon Toro et al., 2016), siendo asi que la celulosa como una de las
moléculas poliméricas méas abundantes en el planeta, al degradarse naturalmente por sistemas
enzimaticos presentes en microorganismos, transforman de manera sinérgica la molécula de
celulosa en D-glucosa, comportandose como una posible especie de bacteria promotora de

tratamiento de residuos organicos (Santos Bacariza, 2016).

Forero en 2018 estudié el comportamiento de microorganismos celuliticos y solubilizadores de
fosfato asociados al suelo rizosférico de Espeletia grandiflora en dos zonas con diferentes
grados de intervencion en el paramo de Oceta, Boyaca donde determino a Brevibacillus brevis
como una de las especies celuloliticas mas frecuentes en el suelo rizosférico de Espeletia
grandiflora (Forero, 2018). Por otro lado, Gutiérrez en el 2020 evalu6 el comportamiento de
microorganismos nitrificantes y solubilizadores de fosfato asociados a suelo rizosférico de
Espeletia argentea en dos zonas con diferente grado de intervencion en el Paramo de Rabanal,
Boyacé en donde indica que Brevibacillus brevis fue la especie més frecuente en las zonas de
muestreo (Gutiérrez, 2020). Por Gltimo, Acosta Salinas en el 2022 determind la evaluacion de
la capacidad solubilizadora de fosfato de Brevibacillus brevis como estimulante de crecimiento
vegetal en cultivos de uchuva (Physalis peruviana), indicando que esta especie de bacteria
acelerd el inicio de la germinacion en las plantas aumentando el tamafio de la raiz y tallo de los
brotes obteniendo una mayor produccion de biomasa aérea y radicular demostrando que
Brevibacillus brevis podria ser utilizado como posible biofertilizante reemplazando el uso de
quimicos en las plantas por lo que su uso en la inoculacion del suelo aumenta la disponibilidad
de nutrientes para las plantas (Acosta Salinas, 2022). Es por esto que Brevibacillus brevis
podria tener un papel importante en residuos organicos con el fin de aumentar el
aprovechamiento o tratamiento de estos (Jaramillo Henao & Zapata Marquez, 2008; Vivas

Ramirez, 2003).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar la capacidad celulolitica de Brevibacillus brevis para el tratamiento de residuos

organicos.

5.2 Objetivos Especificos

< Determinar la capacidad celulolitica de Brevibacillus brevis.

< Definir el indice de eficiencia celulolitica de Brevibacillus brevis.

% Estabilizar la capacidad celulolitica de Brevibacillus brevis.
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6. METODO

6.1 Fase de campo

6.1.1 Toma de muestras

Se recolectaron en bolsas de cierre hermético 1000 g frescos de cada uno de los 8 residuos
organicos clasificados segun la frecuencia de recoleccion diaria en los almacenes de residuos
organicos de la Central de Abastos Norte, (Codabas) en Bogota, Colombia (Figura 1);

comprendidos entre los meses de marzo y abril del afio 2022.

Figura 1. Almacén de residuos organicos de Central de Abastos Norte (Codabas) de Bogota,
Colombia.

Fuente: Autor, 2022
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6.2 Fase de laboratorio
Todas las fases de laboratorio se llevaron a cabo en el cepario y laboratorio de biologia

aplicada del programa de Biologia de la Universidad El Bosque de Bogota, Colombia.

6.2.1 Determinacion de pureza de cepa bacteriana

A partir de una cepa de Brevibacillus brevis aislada de suelos rizosféricos de los paramos
Oceta y el Rabanal como resultado de proyectos anteriores enmarcados en la ecologia
microbiana de estas zonas, se realizé la confirmacion de la cepa bajo el sistema VITEK y BBL-
Crystal GP.

Se realizaron repiques en agar BHI para determinar la viabilidad de ésta mediante la

verificacion de sus caracteristicas macroscopicas y microscépicas.

6.2.2 Determinacion de concentraciones preliminares de Brevibacillus brevis
Se determinaron 3 concentraciones de Brevibacillus brevis mediante la técnica de
espectrofotometria con una regresion lineal bajo el criterio de la ley de Beer-Lambert segun la
absorbancia de la bacteria a una longitud de onda de 535 nm (Anexo 4). La ecuacion que mayor
ajuste tuvo fue:
Concentracion de B. brevis=2E+09x - 2E+07
r’=0,9491
6.2.2.1 Determinacion del indice de eficiencia celulolitica (IEC) de las
concentraciones de Brevibacillus brevis
Se inocularon 200 pL de cada una de las 3 concentraciones de Brevibacillus brevis
previamente determinadas en 4 pocillos en agares rojo congo y se incubaron las cajas Petri a
35°C. Posteriormente se determind el indice de eficiencia celulolitica (IEC) para cada

concentracion trabajada bajo la medicion del promedio del didmetro del halo incoloro/didmetro
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de crecimiento de la colonia de la bacteria cada 24 horas durante 5 dias consecutivos
determinando este comportamiento bajo una regresion lineal positiva. Por ultimo, se definié la
concentracion a inocular en los residuos organicos de Brevibacillus brevis dado su mayor

indice de eficiencia celulolitica (IEC).

6.2.3 Preparacion del inéculo de Brevibacillus brevis

Se prepararon 20 mL de la concentracion determinada con mayor indice de eficiencia
celulolitica (IEC) en agua destilada como indculo de Brevibacillus brevis hacia los tratamientos
bajo el factor de inoculacion de la bacteria con variables estandarizadas ambientales

(temperatura y humedad relativa).

6.2.4 Clasificacion de los residuos organicos
Se clasificaron inicialmente 8 residuos organicos segun la frecuencia de recoleccion en el
almacén de residuos organicos de la Central de Abastos Norte (Codabas) de Bogota, Colombia.
Posteriormente se determind el porcentaje celulosa mediante una modificacion del método
Kraft para definir los cuatro residuos organicos con mayor concentracion a ser evaluados en
este trabajo.
6.2.4.1 Extraccion de pulpa de celulosa de los residuos organicos
Cada muestra de residuo organico fue sometida a hidrolisis durante 30 min previo a
la extraccion quimica (Figura 2). Luego se afiadié cada una de estas muestras a una mezcla de
NaOH (2,5 mol L) + Na;SO3 (0,4 mol L) durante 2-4 horas a 80°C aproximadamente para
retirar la lignina (Figura 3). Al obtener la pulpa de celulosa (Figura 4), se le realiz6 un
blanqueamiento con hipoclorito de sodio al 5,25% para eliminar los excesos de lignina de la

muestra obtenida (Figura 5).
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Figura 2. Pre hidrolisis de residuos organicos.

Fuente: Autor, 2022

Figura 3. Residuos organicos en mezcla de NaOH (2,5 mol L™?)
+ Na,S0s (0,4 mol L™) para retirar la lignina presente.

Fuente: Autor, 2022
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Figura 4. Pulpa de celulosa en residuos organicos. A. Pulpa de celulosa de tallo de platano. B. Pulpa de
celulosa de cascara de yuca. C. Pulpa de celulosa de tusa de maiz. D. Pulpa de celulosa de cascara de arveja.
E. Pulpa de celulosa de cascara de platano. F. Pulpa de celulosa de cascara de apio. G. Pulpa de celulosa de

cascara de habichuela y H. Pulpa de celulosa de cascara de espinaca.

Fuente: Autor, 2022
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6.2.4.2 Determinacion de cantidad de celulosa en residuos organicos
Se pesaron cada una de las muestras de los residuos organicos antes y después de la
extraccion quimica, logrando asi obtener el porcentaje de cantidad de celulosa con la formula:

Peso resultante pulpa
(%)Celulosa = — p. pa (9) x 100
Peso original residuo (g)

6.2.5 Disefio experimental

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) definido por 2 factores (inoculacion de
Brevibacillus brevis y sin inoculacion de Brevibacillus brevis) seguido por 5 repeticiones para
cada factor en cada uno de los 4 residuos organicos como tratamientos definidos segun la

frecuencia de recoleccion y porcentaje de celulosa, para un total de 40 unidades experimentales.

6.2.6 Toma de variables ambientales
Se tomaron las variables ambientales de temperaturay humedad relativa del lugar de estudio
con un termohigrometro digital 5 dias a la semana en 3 diferentes horas (9:00, 13:00 y 16:00)

durante 4 meses promediados semanalmente (Anexo 5y Anexo 6).

6.2.7 Toma de variables para los tratamientos

Para todos los tratamientos se registraron un total de 5 variables (pH, temperatura, humedad,
porcentaje de celulosa y CO- liberado) semanalmente promediados para 4 meses medidos con
un pHmetro digital, termometro digital, medidor de pH del suelo, método Kraft modificado

para obtencion de pulpa de celulosa y un medidor de calidad de aire respectivamente.

6.2.8 Andlisis estadistico
Para los datos obtenidos se aplico una prueba de normalidad, homogeneidad y analisis de

varianza para corroborar el cumplimento de supuestos. Al obtener el cumplimiento de estos
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supuestos, se implemento la prueba de ANOVA 'y Tukey para establecer si existian diferencias
significativas entre los valores resultantes. Todos los datos fueron digitados en el software

estadistico IBM SPSS Statistics 2.0.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Identificacién de purezay viabilidad bacteriana
Se identifico la especie Brevibacillus brevis bajo pruebas bioquimicas y técnica VITEK de la
cepa tratada con un factor de cobertura K=2, correspondiente al 95% de confianza. Por otro
lado, se confirmé la viabilidad de la cepa bacteriana a partir del crecimiento en el medio y por
caracteristicas macroscopicas y microscopicas de esta especie, confirmando la presencia de
colonias lisas y planas de color café claro (Figura 6) y bacilo Gram positivo (Figura 7)

formadora de esporas respectivamente (Johnson & Dunlap, 2019).

Figura 6. Cepa de Brevibacillus brevis.

Fuente: Autor, 2022

Figura 7. Tincion Gram de Brevibacillus brevis (bacilos Gram positivos).
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7.2 Indice de eficiencia celulolitica (IEC) de Brevibacillus brevis
Se definio la concentracion 2,77x10” UFC/mL de Brevibacillus brevis para inocular en los
tratamientos de residuos organicos, debido a que esta concentracion obtuvo el mayor promedio
de indice de eficiencia celulolitica bajo el promedio calculado durante el monitoreo de 5 dias
de incubacion, pasando de un halo de eficiencia celulolitica de 0,2 mm a 1,1 mm con el paso
del tiempo (Tabla 1).

Tabla 1. indice de eficiencia celulolitica (IEC) en
concentraciones preliminares de Brevibacillus brevis.

Concentracion Tiempo (horas) IEC
24 1,433
48 1,583
2,77x10° UFC/mL " Lot
96 2,017
120 2,150
Promedio 1,780
24 1,483
48 1,667
72 1,917
2,77x10" UFC/mL
96 2,233
120 2,617
Promedio 1,983
24 1,217
48 1,417
72 1,533
2,77x10% UFC/mL
96 1,817
120 2,033
Promedio 1,603

Asimismo, esta concentracion present6 una regresion lineal positiva debido a que, al aumentar

el nimero de horas, la eficiencia celulolitica aumenta de manera lineal (Figura 8).
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Figura 8. indice de eficiencia celulolitica (IEC) de Brevibacillus brevis.
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Brevibacillus brevis es reconocida como una bacteria celulolitica por su proceso aerobio con
actividades de sistemas enzimaticos formados por endo B1-4 glucanasas, exo p1-4 glucanasas
y B glicosidasas que se encuentran separados de la superficie celular y actian como moléculas
aisladas, funcionando como un sistema no agregativo que generalmente se excretan al medio
de cultivo creando un dominio que enlaza la celulosa para posteriormente degradarla
eficientemente (Lynd et al., 2002; Cuervo & Quiroz, 2009; Viviano et al., 2011). Este proceso
se evidencia en el medio de cultivo por la presencia de halos claros alrededor de la colonia
(Figura 9) bajo un indice de eficiencia celulolitica (IEC) con una concentracion estable de la

bacteria para la mayor eficiencia celulolitica (Tabla 1 y Figura 8).
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Figura 9. Halo de crecimiento de Brevibacillus brevis en agar Rojo Congo.

Fuente: Autor, 2022

Segun Acharya y Chaudha en el 2011, la actividad celulolitica trabajada in vitro Unicamente
incrementaba hasta las 24 h de cultivo de la bacteria, permaneciendo constante o disminuia en
tiempos mas altos sugiriendo inhibicion por productos finales (Acharya & Chaudhary, 2011).
Sin embargo, contrariamente segun lo reportado por Omer y El-Hadidy en el 2012 indican que
Brevibacillus brevis revelé la presencia de una significativa accién antagénica sobre los
patogenos de la pudricion de la raiz del guisante (Pisum sativum), determinando una larga vida
atil de la bacteria que oscilé entre el 68,3 y el 52,4 % de células viables tras 180 dias con una
sola incorporacion directa de la bacteria (Omer & El-Hadidy, 2012). Por tal motivo, se decidi6
evaluar la capacidad que tiene B. brevis para degradar celulosa con una sola inoculacion directa

hacia los residuos organicos.

7.3 Clasificacion segun porcentaje de celulosa y frecuencia diaria de recoleccion de
residuos organicos
Los residuos organicos trabajados se seleccionaron bajo los criterios de mayor porcentaje de

celulosa y mayor frecuencia de recoleccion diaria (Muy alta: > un contenedor de 200 L y Muy
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baja: < un contenedor de 200 L) en el almacén de residuos organicos de Central de Abastos
Norte, (Codabas) comprendidos entre los meses de marzo y abril del afio 2022. Los residuos
organicos determinados como tratamientos a trabajar fueron: tallo de platano, cascara de yuca,
tusa de maiz y cascara de arveja; debido a que cumplen con los criterios de mayor porcentaje
de celulosa y mayor frecuencia de recoleccion diaria (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de residuos en el almacén de residuos
organicos de Central de Abastos Norte de Bogota (Codabas) segln
cantidad de celulosa y frecuencia diaria de recoleccion.

Frecuencia de

Muestra Celulosa (%) -
recoleccion
Tallo de platano 50,13 Muy alta
Céscara de yuca 49,71 Muy alta
Tusa de maiz 45,89 Muy alta
Cascaras de 23,6 Muy alta
arveja
Céscaras de .
platano verde 29,01 Muy baja
Cascaras de .
habichuelas 19,33 Muy baja
Apio 4,43 Muy alta
Espinaca 4,41 Muy alta

7.4 Variables para los tratamientos

7.4.1 Humedad
Se presentaron diferencias estadisticas significativas (p<0,01) entre sustratos organicos. El
mayor porcentaje de humedad se obtuvo con el sustrato cascara de arveja (92,95+4,15%),
mientras que con el sustrato tallo de platano se encontrd el menor porcentaje (2,75+0,14%)

(Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de humedad en diferentes sustratos organicos con y sin inoculacion de B.
brevis en 4 meses. Promedios seguidos de letras mayUsculas distintas presentan diferencias
estadisticas entre tratamientos sin inoculacién de la bacteria y promedios seguidos de letras
distintas minusculas presentan diferencias significativas entre tratamientos con inoculacion

de la bacteria segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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Al evaluar el comportamiento de los residuos organicos con respecto al porcentaje de humedad,
se evidencio un mayor porcentaje de humedad en el primer mes con respecto a los demas meses
(Figura 10) debido a que el agua toma un punto de partida hacia el proceso de degradacion a
través de la hidrolisis y sirve como medio principal para el transporte y transformacion de
nutrientes encargado por los microorganismos que la utilizan para realizar sus actividades
fisiolégicas y metabodlicas (Ruiz Hernandez, 2020). En el caso de la inoculacion de
Brevibacillus brevis se registré mayor porcentaje de humedad en los residuos organicos durante
todos los meses con respecto a los residuos organicos control (Figura 10) dado que la bacteria,
aumenta las actividades bioldgicas de degradacion generando una mayor eficiencia del
proceso, sin embargo, no representa diferencias significativas con respecto a los residuos

organicos control.

21



Evaluacion de la capacidad celulolitica de Brevibacillus brevis Gamez-Duran, Camilo José
para el tratamiento de residuos organicos

Los resultados del porcentaje de humedad en céscara de arveja con y sin la inoculacion de la
bacteria en el primer mes concuerdan con lo indicado por Barrera Beltran y Charry Uribe en el
2008 en donde resaltan que cuando el porcentaje de humedad es muy alto (mayor al 65%) se
pueden generar condiciones anaerobicas que ademas de generar malos olores, disminuye la
eficiencia de degradacion del residuo organico (Barrera Beltran & Charry Uribe, 2008) esto se
evidencia porque la cascara de arveja cuenta con un 76% de cantidad de agua por lo que
demuestra este comportamiento para el residuo organico (Gonzalez Avila, 2016). Sin embargo,
este comportamiento se evidencia en caso contrario en los demas residuos organicos tratados
con y sin la inoculacion de la bacteria ya que estos presentan un porcentaje bajo de humedad,
lo que concuerda con lo indicado por Vallini y Pera en 1984 que el bajo porcentaje de humedad
podria indicar la deshidratacion del sustrato y genera como consecuencia la disminucion de
actividades biologicas (Vallini & Pera, 1984) ya que, en este caso, los sustratos tallo de platano,
tusa de maiz y cascara de yuca, son generalmente secos con bajo porcentaje de humedad

(Figura 10).

7.4.2 Temperatura
Se presentaron diferencias significativas (P<0,05) entre tratamientos. El registro de
temperatura mas bajo fue del sustrato tallo de platano (16,66+0,21°C), de igual manera, el

mayor registro de temperatura fue del sustrato cascara de yuca (18,08+0,08°C) (Figura 11).
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Figura 11. Temperatura en diferentes sustratos organicos con y sin inoculacion de B. brevis en 4
meses. Promedios seguidos de letras mayuUsculas distintas presentan diferencias estadisticas entre
tratamientos sin inoculacidn de la bacteria y promedios seguidos de letras distintas minasculas
presentan diferencias significativas entre tratamientos con inoculacion de la bacteria segun la prueba
de Tukey (p<0,05).
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Si bien la temperatura durante el proceso de degradacion de residuos organicos aumenta a
medida que los microorganismos realizan sus actividades de digestion y altas temperaturas son
necesarias para contribuir sustancialmente altos indices de degradacion (Ruiz Hernandez,
2020); se evidenci6 una temperatura mayor de 18,08°C y una menor de 16,66°C en los residuos
organicos tratados (Figura 11) lo que estaria en contra segun lo indicado por Liang y
McClendon en el 2003; en donde evidencian que las altas temperaturas contribuyen
sustancialmente a altos indices de degradacion recomendando que la temperatura maxima se
encuentre entre los 52 y los 60°C para obtener el mayor indice de degradacion de los
compuestos organicos (Liang & McClendon, 2003); sin embargo, este comportamiento y
criterio se aplicaria para masivas cantidades de residuos organicos, como su aplicacién en pilas
de compostaje, alrededor de 500 kg por pila para su posterior tratamiento y seguimiento

(Barrera Beltran & Charry Uribe, 2008). En este caso, se utilizd 1000 g de cada residuo
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organico con la inoculacion directa de la bacteria, obteniendo en promedio 17,37°C lo que
concuerda con lo obtenido por Margesin y Schinner en el 2006 en donde indican que a pesar
de que el amplio rango de temperaturas que se manejen, hace que se encuentren distintos tipos
de microorganismos que facilitaria y aumentaria el proceso de degradacion. Generalmente se
tiende a incrementar la temperatura a mas de 10,1°C hasta los 30°C indicando que el rango de
temperatura factible para la degradacion de compuestos organicos esté dentro de una

temperatura ambiente cercana a los 20°C hasta los 30°C (Margesin & Schinner, 2006).

7.4.3 pH

Se presentaron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre sustratos organicos.
Todos los tratamientos registraron un pH acido en el primer mes y bésico en el segundo,
tercer y cuarto mes (Figura 12).

Figura 12. pH presente en diferentes sustratos organicos con y sin inoculacion de B. brevis en 4
meses. Promedios seguidos de letras mayuUsculas distintas presentan diferencias estadisticas entre
tratamientos sin inoculacidn de la bacteria y promedios seguidos de letras distintas minusculas
presentan diferencias significativas entre tratamientos con inoculacion de la bacteria segln la prueba
de Tukey (p<0,05).

s R

Sin Con Sin Con Sin Con
bacteria | bacteria | bacteria | bacteria | bacteria | bacteria | bacteria | bacteria

Céscara de arveja Tallo de platano Céscara de yuca Tusa de maiz
Sustratos orgénicos

BMes1l EBMes2 EMes3 EMes4

24



Evaluacion de la capacidad celulolitica de Brevibacillus brevis Gamez-Duran, Camilo José
para el tratamiento de residuos organicos

La variable de pH es considerada de gran importancia para la degradacion de compuestos
organicos, muchas veces se relaciona directamente con las variaciones de temperatura en el
proceso y se han evidenciado cambios de pH que coinciden con variaciones de temperatura
(Barrera Beltran & Charry Uribe, 2008). En el caso de los residuos organicos tratados hay un
cambio de pH de &cido a alcalino a partir del primer mes (Figura 12), esto se debe a que se
producen acidos organicos como lo son el lactato y acetato que, en un inicio, disminuyen el pH
del medio y generan procesos de corrosion y malos olores (Sundberg et al., 2004) como se

evidencid en el primer mes para todos los residuos organicos tratados.

Por otro lado, estos acidos organicos son consumidos por microorganismos como Brevibacillus
brevis generando un aumento de pH en el medio (Sundberg & Jonsson, 2008), como se registrd
a partir del segundo mes para todos los residuos organicos (Figura 12) en donde se obtuvo
registros superiores en el intervalo de pH comprendidos entre 5,5 y 8,5, sin embargo el mayor
efecto sobre la actividad enzimatica de Brevibacillus brevis fue bajo un pH 6ptimo igual o
cercano a 7, lo que concuerda con los datos obtenidos de Viviano y colaboradores en el 2011
en donde la actividad celulolitica enzimatica para Brevibacillus brevis alcanzo valores con un
pH >7 (Viviano et al., 2011) determinando que la actividad enzimética dentro de sistemas
celuloliticos como esta especie de bacteria, muestran actividad maxima a pH cercanos a la

neutralidad (Ibrahim & El-diwany, 2007).

7.4.4 CO2
Se presentaron diferencias estadisticas significativas entre sustratos organicos (P<0,05). La
mayor produccion de COz se obtuvo con el sustrato orgénico tusa de maiz (596+2,77 ppm)
mientras que con el sustrato de tallo de platano se evidencid la menor cantidad producida de

CO2 (536+1,14 ppm) (Figura 13).
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Figura 13. Partes por millon de CO; emitido por diferentes sustratos organicos con y sin inoculacién
de B. brevis en 4 meses. Promedios seguidos de letras mayUsculas distintas presentan diferencias
estadisticas entre tratamientos sin inoculacion de la bacteria y promedios seguidos de letras distintas
minusculas presentan diferencias significativas entre tratamientos con inoculacion de la bacteria
segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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La respiracion medida en el material organico es determinada por la actividad biolégica en su
totalidad, el cual es resultante de la degradacion de los residuos organicos, generando CO>
como una ultima etapa de mineralizacion del carbono presente en el medio (Margesin &
Schinner, 2006). Segun Sparling en 1997, la respiracion de la biomasa microbiana en los
compuestos organicos disminuye después de 20 dias, considerandose esta actividad como
respuesta al estrés (Sparling, 1997). Sin embargo, en este estudio no se evidencio este
comportamiento en su totalidad, debido a que, si bien disminuye la cantidad de CO generado
en los primeros meses para todos los residuos organicos tratados, esta aumenta para todos los
residuos organicos bajo la inoculacion de Brevibacillus brevis (Figura 13), esto podria deberse
a que las actividades enzimaticas por parte de la bacteria fueron capaces de sintetizarse
necesariamente para la hidrélisis de sustancias complejas dentro de los residuos organicos, por
el cual, al aumentar el metabolismo de la bacteria, aumenta la generacion de CO, (Tuomela et

al., 2000) como se evidencia en la Figura 13.
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7.4.5 Degradacion de celulosa
Segun los datos obtenidos hay un incremento de degradacion de celulosa para cada sustrato
organico junto con ambos factores (con y sin inoculacion de B. brevis) al transcurrir el tiempo.
Se evidencia que, a partir del segundo mes para todos los tratamientos con factor de inoculacion
con la bacteria, se incrementa mas del 15% la degradacion de celulosa (Figura 14).

Figura 14. Degradacion de celulosa en diferentes sustratos orgéanicos con y sin inoculacion de B.
brevis en 4 meses. A. Degradacion de celulosa cascara de arveja con y sin inoculacion bacteriana. B.
Degradacion de celulosa en tallo de platano con y sin indculo de la bacteria. C. Degradacion de
celulosa céscara de yuca con y sin inoculacion de B. brevis. D. Degradacion de celulosa en tusa de
maiz con y sin inoculacion de la bacteria.
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70 70 A
60 A 60 -
50 4 50 -
40 4 40 1
30 A 30 A
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10 A 10 A
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Sin bacteria = = = Con bacteria
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Al evaluar el porcentaje de degradacion de celulosa en los residuos organicos con y sin la
inoculacion de la bacteria, si bien, segtin Vallini y Pera en 1984 indicaron que un nivel bajo de
porcentaje de humedad podria generar ademas de la deshidratacion del sustrato, también una
baja actividad bioldgica; el cual no concuerda con lo registrado en este estudio en cuanto a la
actividad de degradacion, debido a que a partir del tercer mes en adelante se evidencia una

diferencia de mas del 15% de degradacién de celulosa por parte de Brevibacillus brevis para
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todos los residuos organicos tratados (Figura 14), esto puede deberse a que B. brevis a pesar
de tener en cuenta la cantidad de agua disponible para realizar su metabolismo, al transcurrir
el tiempo, obtiene como fuente de carbono y de energia la cantidad de celulosa disponible en
el residuo organico como principal carbohidrato en el medio, generando el aumento de la

velocidad de degradacion de los residuos organicos (Bigurra-Quintero, 2020).

A pesar de que anteriormente se haya determinado que especies de bacterias celuloliticas como
Brevibacillus brevis con sistemas enzimaticos celuloliticos, muestran una actividad maxima a
pH cercanos o mayores a la neutralidad (Ibrahim & El-diwany, 2007; Viviano et al., 2011),
varios autores comparan estos comportamientos bajo condiciones de volimenes masivos de
residuos organicos en pilas de compostaje, por lo que el comportamiento de los resultados de
las variables en este estudio, se deben en gran parte por la pequefia cantidad tratada de residuos
organicos en comparacién con estudios previamente realizados, por lo que se sugiere que en
futuros estudios, se implemente un nuevo disefio experimental que involucre nuevas medidas

de tratamientos para la bacteria.

Asimismo, en este estudio se evidencid que para todos los residuos organicos a partir del tercer
mes se produce una diferencia de mas del 15% de degradacion de celulosa a pesar de tener
valores de pH de 11y 7 dentro de estos, si bien existen cambios relacionados con la degradacion
de celulosa con el pH, para todos los residuos organicos bajo la inoculacion de Brevibacillus
brevis se obtuvo una diferencia de mas del 20% de degradacion de celulosa con respecto al
residuo organico control (Figura 14) gracias a que Brevibacillus brevis ayuda sintetizar todas
las enzimas necesarias para facilitar la hidrdlisis de sustancias complejas presentes dentro de

los residuos organicos como lo es la celulosa.
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8. CONCLUSIONES

e La concentracion 2,77x10” UFC/mL de Brevibacillus brevis fue la que obtuvo mayor

indice de eficiencia celulolitica con un promedio de 1,953.
e La cepa de Brevibacillus brevis presenta un incremento continuo sobre la eficiencia de
la capacidad celulolitica por lo que aumenta la eficiencia celulolitica con respecto al

tiempo de incubacién.

e Todos los valores resultantes de las variables trabajadas presentaron diferencias

estadisticas significativas entre los tratamientos bajo la inoculacion de B. brevis.

e La bacteria acelerd el proceso de degradacion de los residuos organicos representando

mas del 20% de degradacion de celulosa con respecto a los residuos organicos control.

e Se determind a Brevibacillus brevis como una posible especie de bacteria para el

tratamiento de residuos organicos ricos en celulosa.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Composicién del agar Rojo Congo.

Material 1000 mL
Fosfato dipotasico (K2HPO4) 059
Sulfato de magnesio heptahidratado 05
(MgSOs, 7H20) 9
Cloruro de amonio (NH4CI) 059
Rojo Congo 10,0 ¢
Agar-Agar 2009
pH 6,5-6,8

Anexo 2. Composicion del agar Brain Heart Infusion (BHI).

Material 1000 mL
Infusion de cefe_bro y corazon de 804
(s6lidos) '
Digerido péptico de tejido animal 5049
Digerido pancreatico de caseina 16,0 g
Cloruro sodico (NaCl) 509
Glucosa (CsH120¢) 209
Fosfato disddico de hidrégeno 254
(NazHPO4) ’
Agar-Agar 1359
pH 74402

Anexo 3. Absorbancia para determinar la longitud de onda a trabajar con B. brevis.
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Anexo 4. Regresion lineal para determinar la concentracion a inocular de B. brevis.
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Anexo 5. Temperatura ambiental semanal promedio del lugar de estudio a tres diferentes

horas del dia.
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Anexo 6. Humedad relativa ambiental semanal promedio del lugar de estudio a tres
diferentes horas del dia.
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