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Resmen— Los plasticos han sido motivo de atencion debido a
su desmedido uso y acumulacién como residuo en los Ultimos 20
afios al ser desechos no biodegradables, por lo cual, los
bioplasticos se posicionan como sustitutos alternativos
pertinentes por su facil asimilacion por los microoganismos. El
objetivo de este estudio fue caracterizar los microorganismos que
participaron en la biodegradacion de un bioplastico de acrilato
de etilo (AE) y xiloglucano de tamarindo (XgT), durante una
prueba de biodegradabilidad realizada a través de biorreactores
de compostaje, para a su vez reconocer la viabilidad de
desarrollo microbiano en tales sistemas de degradacion. Para
ello, se realiz6 la siembra primaria en agar sangre y Sabouraud,
la siembra secundaria en BHI, medio en el que se diferenciaron
16 morfologias coloniales, con tendencia a bacilos Gram (+); se
hizo el perfil enzimatico en agar almidon (AA), agar de leche
descremada (LD) y agar Baird-Parker (BP) para evidenciar la
participacion de enzimas amilasa, caseinasa y lecitinasa;
asimismo se hizo el andlisis cualitativo de degradacion y el
recuento en placa, el cual mostré un promedio de 2,15 x 10%?
UFC/ mL de muestra, exhibiendo condiciones para la viabilidad
microbiana en los biorreactores de compostaje.

Palabras clave—agentes de degradacidn, bacilos, bioplastico de
xiloglucano de tamarindo, biorreactores de compostaje, cultivo
bacteriano.

Abstract—Non-biodegradable waste such as plastic has been
the subject of attention due to its excessive use and accumulation
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as waste in the last 20 years, for which reason, bioplastics are
positioned as relevant alternative substitutes for their easy
assimilation by micro-microorganisms. The objective of this
study was to characterize the microorganisms that participated
in the biodegradation of a bioplastic of ethyl acrylate (AE) and
tamarind xyloglucan (XgT), during a biodegradability test
carried out through composting bioreactors, in order to
recognize the viability of microbial development in such
degradation systems. For this, primary seeding was performed on
blood agar and Sabouraud, secondary seeding in IHB, medium in
which 16 colonial morphologies were differentiated, with a
tendency to Gram (+) bacilli; The enzymatic profile was made on
starch agar (AA), skim milk agar (LD) and Baird-Parker agar
(BP) to show the participation of enzymes amylase, caseinase and
lecithinase; Likewise, the qualitative analysis of degradation and
the plate count were made, which showed an average of 2.15x10%?
CFU / mL of sample, exhibiting conditions for microbial viability
in composting bioreactors.

Index Terms— degradation agents, bacillus, tamarind
xyloglucan bioplastic, composting bioreactors, bacterial culture.

. INTRODUCCION

L extendido uso del plastico petroquimico a nivel global

tanto de productos basicos como de alto rendimiento, ha
traido impactos ambientales negativos al tener tiempos de
biodegradacién cercanos a los mil afios y acumularse en
componentes como el agua y el suelo, afectando la calidad y
supervivencia de los ecosistemas. Para prevenir tales
afectaciones, se han desarrollado sustitutos biodegradables
basados en compuestos naturales para lograr una mejor
asimilacion por los microorganismos [1].

En el 2014, la produccién de bioplasticos registrada en el
mundo fue de 1,70Mt y se estimé en 6,20Mt para 2018 [2].
Dentro de los bioplasticos se encuentran los obtenidos a partir
de monémeros bio-derivados, como el &cido polilactico
(PLA), los producidos por los organismos, como los
polihidroxialcanoatos (PHA) y los extraidos directamente de
la biomasa como los basados en almidon y celulosa [3].
Dentro de los dltimos se incluye el bioplastico de este estudio
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sintetizado de acrilato de etilo y polvo de semilla de tamarindo
(b-XgT).

Comunmente, son llamados ‘bioplasticos’ aquellos plasticos
que poseen una fraccién bioldgica, pero este aspecto no se
relaciona con su biodegradabilidad directamente [4], ya que
también pueden poseer una fraccién petroquimica o ser
elaborados de polimeros persistentes por sus interacciones
moleculares complejas, como la lignina. Por su parte, el b-
XgT es de base biolégica y es biodegradable de tipo
compostable, asi como otros plasticos de polimeros naturales
como el PHA y el PLA.

La biodegradabilidad de un compuesto depende de la
superficie expuesta al medio, la cantidad de humedad, el peso
molecular, la estructura quimica, la cristalinidad, entre otras
propiedades fisicas y quimicas del compuesto [5].

La capacidad de los polimeros para degradarse depende a su
vez de los microorganismos disponibles en los componentes
(agua, suelo, compost) a los que son expuestos y la
disponibilidad de nutrientes para su supervivencia; en el caso
del compost como medio de degradacidn, es determinante el
tipo y composicion de los desechos descompuestos o fuentes
de carbono disponibles [5]. En general, el compost
adecuadamente procesado contiene una alta diversidad de

microorganismos  degradantes dadas las condiciones
ambientales apropiadas para su desarrollo [2].
Este estudio se enfocO en caracterizar las especies

microbianas participantes durante el proceso experimental del
estudio de evaluacion de biodegradabilidad del b-XgT, en
vista de las condiciones anaerobias termofilicas presenciadas
que no son comunes en este tipo de estudios. Los
procedimientos desarrollados en la investigacion corresponden
a aspectos primordialmente relacionados con la asimilacion de
nutrientes por parte de los microorganismos.

Il. MATERIALES Y METODOS

Los métodos utilizados para la caracterizacién de
microorganismos se fundamentaron en los medios de cultivo y
observacién del desarrollo microbiano en ellos por las
diferentes vias metabolicas:

A. Siembra primaria

Se prepar6 en la campana de flujo laminar Steril GARD 11
Advance el agar sangre como medio enriquecido para
bacterias y el agar Sabouraud para hongos o bacterias
aciddfilas,

Para la siembra, se extrajo una pequefia fraccién del
biorreactor ‘Muestra 1° en el dia 13 del desarrollo
experimental de la evaluacion de biodegradabilidad del b-
XgT, y se sembro por estria por agotamiento en cinco fases en
agar sangre y Sabouraud. Se incub0 por 24 horas a 36 °C+1
°C.

Luego del desarrollo, para diferenciar las morfologias
coloniales, se empled el sistema de imagenes para laboratorio,
MultiDoc-It Digital Imaging System, UPV. Se identifico en el
agar sangre la existencia de a-hemodlisis (halo verde), -
hemoélisis (lisis de eritrocitos, halo claro) y y-hemolisis

(ausencia de halo) y los diferentes desarrollos en el agar
Sabouroud.

B. Siembra secundaria

Se preparé el medio de cultivo enriquecido infusion
cerebro-corazén (BHI, por sus siglas en inglés) distribuido en
30 placas Petri en campana de flujo laminar SterilGARD Il
Advance. Posteriormente, se hizo el aislamiento de las
colonias diferenciadas en el anterior procedimiento en cada
placa Petri de BHI mediante siembra por estria por
agotamiento en cinco fases. Se incubaron a 36 °C+1 °C y se
hicieron las descripciones de su desarrollo a las 24h y a las
48h.

C. Morfologia celular bacteriana

A partir de la realizacion de la tincién diferencial de Gram
de las colonias desarrolladas en BHI, se observé cada una en
el microscopio objetivo 100x. Se identificd la tipologia Gram
y se hicieron las respectivas descripciones de la morfologia
celular.

D. Perfil enzimatico

De las colonias desarrolladas en BHI (siembra secundaria),
se realizaron siembras en agar almidon (AA), leche
descremada (LD), y Baird Parker (BP), para evidenciar la
actividad de las enzimas amilasa, caseinasa y lecitinasa. Se
realizaron siembras en linea en cuatro cuadrantes y se
incubaron por 24h a 36 °C+1 °C. La actividad amilolitica fue
revelada con gotas de Lugol, la caseinolitica y de lecitinasa, a
través del desarrollo y lisis de los medios.

E. Evaluacion cualitativa

Consistié en un montaje de sistemas de biodegradacién en
medio mineral (MM) para observar los cambios del b-XgT en
medio liquido. Se prepar6 el MM con los compuestos que
exhibe la Tabla | segun estandar de trabajo del Laboratorio de
Microbiologia Experimental de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM):

TABLA L.
SUSTANCIAS DEL MEDIO MINERAL (MM) EMPLEADO

Sustancia “q” “h” “e” “d”

'2, 12g de KH2PO4;

‘7,12g de KZHPOA; 1,379 de 1 129 de
+6,66g de CaCly0 Mg504-7H 0,012g de
NaHPO,-2H,0 o 1,82g de 20. FeCl,-6H,0
10,299 de NaHPO, CaCl, .
Contenid  4H20; +0,17g de -2H,0. Disuelto en Disuelto en
0 NH,CI. Disueltos agua agua
Se disolvieron en en agua destiladay destiladay
agua destilada y se destilada y aforadoa  aforadoa
aford a 250mL. Se aforado a 50mL. 50mL.
midi6 el pH, y se 50mL.
ajustd a 7,4.

Fuente: Elaboracion propia.

Para preparar el MM, se mezclaron 10mL de solucion “a” y
se afiadiendo en orden 1mL de solucion “b”, “c” y “d” y se
aforé a 1L. Para los sistemas de degradacion, se agregaron
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100mL de MM a 5 matraces (uno con 1g de peptona caseina al
1 %) y se esterilizaron en autoclave.

Se esteriliz6 la solucion salina (SS) al 0,85 %, con el fin de
realizar la mezcla bacteriana de las cepas desarrolladas en BHI
a través de siembra de medio s6lido a medio liquido por
suspension bacteriana con el ajuste a la turbidez estandar 0,5
McFarland (tubo criterio). Luego, se hizo el montaje de los
sistemas de degradacién agregando las  sustancias
mencionadas en la Tabla Il a los matraces con 100mL de MM.

TABLA II.
CONTENIDO DE LOS MATRACES PARA CONTEO BACTERIANO.
Contenido
Matraz Nombre*
Sustancia para degradar ~ Agentes degradantes
1 M; i ; d d
1g de biopolimero de 100uL de cepa de
2 M XgT y AE a Cada uno bactenas pl’esentes
2 en el biorreactor de
1g de peptona de caseina ~ COMposta con
3 Ctrl (+) 1 %) muestras de
4 ctrl () biopolimero de XgT
5 Ctrl de MM

* M= Muestra 1; M,= Muestra 2; Ctrl (+) = Control positivo; Ctrl (-) =
Control negativo; Control de MM= Control de medio.

Fuente: Elaboracién propia.

Los montajes del sistema de composteo se ubicaron en el
agitador orbital con incubacién G24 Enviromental Incubator
Shaker, a 36 °Cx1 °C y se realizaron registros de los cambios
del b-XgT hasta que ya no fue perceptible a simple vista.

F. Conteo bacteriano

Se hizo por duplicado el recuento en placa para reconocer
las unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro de
muestra. Se prepard el medio de cultivo con 7,05g de Agar de
Métodos Estdndar (SMA, siglas en inglés, [6]) expone su
fundamento) en 300mL de agua destilada debidamente
esterilizado en el autoclave.

Se extrajo 1mL del sistema de degradacién de la M;y 1mL
de la My y se hicieron las 10 diluciones seriadas: 1mL de
muestra en 9mL de SS isotonica al 0,85 % y luego 1mL de
cada dilucion a la siguiente. Posteriormente, se hizo el vertido
en placa de las diluciones 1*108, 10° y 10"°mL (muestra con
SMA) vy se incub6 a 36 °C+l °C por 24h. Una vez hubo
desarrollo en las 6 placas del duplicado de muestra, se
contaron las cepas con ayuda de contador de colonias tipo
Quebec, O.A. Spencer inc DGOFO3 [-232-234. El resultado
se expresd en UFC/mL de muestra.

G. Actividad bacteriana de la muestra

Se realizé una suspension de 0,15g de muestra de XgT y
AE en SS isotdnica al 0,85 % y se extrajo de esta una fraccién
para ser sembrada por agotamiento por estrias en cinco fases
en medio BHI y se incubé por 24h a 36 °Ctl °C. Se
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distinguieron las morfologias coloniales, se realiz6 Ila
respectiva tincion de Gram y se observé en el microscopio.

H. Actividad enzimatica en los sistemas de composteo

Se extrajo una fraccién de los biorreactores Control
Positivo, Control Negativo, Muestra 1 y Muestra 2, se hizo la
diluciéon en SS isot6nica al 0,85 % en concentracion 0,5
McFarland. Se sembro cada contenido en estrias de una fase
con asas de inoculacion plasticas Difco Laboratories de
volumen conocido de 1uL en los medios AA, LD, BP. Se
dejaron en incubacion por 24h a 36 °Ctl °C y se hicieron
lecturas y registros segun desarrollo.

I1l. RESULTADOS
En la caracterizacién microbiana se obtuvo:

A. Siembra primaria

El desarrollo microbiano en agar Sangre, como se observa
en tuvo particularidades como la B-hemdlisis evidenciada en el
agar sangre, un signo fundamental de la presencia de ciertos
tipos de bacterias. Las bacterias y-hemoliticas usualmente
corresponden a la mayor variedad de bacterias, tal como se
obtuvo en este estudio. No se obtuvieron bacterias a-
hemoliticas.

Fig. 1. Crecimiento microbiano en agar sangre (arriba) y Sabouraud (abajo).

Fuente: capturado por autores con el MultiDoc-It Digital Imaging System —
de la empresa UPV.

Como se observa en la Fig. 1, en el agar Sabouraud, no
hubo crecimiento flngico, sin embargo, si hubo crecimiento
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bacteriano. Las bacterias desarrolladas en este medio son
comunmente filamentosas [7] o pueden tratarse de bacterias
con adaptaciones acidofilas dado el pH de 5.

B. Siembra secundaria

En este procedimiento 16 colonias tuvieron desarrollo. Sus
caracteristicas son descritas en la Tabla I11. Morfologia celular
bacteriana

Los resultados de la tincion diferencial de Gram vy la
descripcion de las morfologias celulares de las colonias
desarrolladas en el agar BHI, son descritos en la Tabla Ill. La
morfologia predominante de tipo bacilar, la cual, puede
relacionarse al género Bacillus sp.

C. Perfil enzimético

En las pruebas con resultado positivo (ver Tabla IlI), se
encontr6 las actividad de proteasas [8], lo que se relaciona con
distintas actividades biotecnolégicas. El resultado de amilasa
positiva fue obtenido de las cepas 1, S1, S6 y S4g. La
caseinasa, tuvo igualmente el resultado positivo fue para las
cepas 1, S1, S6 y S4g. La cepa con lecitinasa positiva fue
Unicamente la denominada “1”.

TABLA I
CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS: MORFOLOGIA COLONIAL Y
CELULAR, TINCION DE GRAM Y PRESENCIA DE ENZIMAS.

Morfologia colonial

(tamafio/ elevacion/  Tincion ~ Morfologia celular
formal/ borde/ diferencia (forma/
Cepa superficie/ color/ | de Gram agrupacion/ A C L
luz tansmitida/ luz (+0-) descripcion)
reflejada
Bacilos/
. estreptobacilos/
Mediano/ plano- -
convexas/ circular/ ?eeglbasr;cr)\sl,angl:esos.
S1 redondeado/ lisa/ + - & 6
Blanco navajo/ :’ecubrllmlento, por
Opaca / brillante do cual se
enominan
“encapsulados”.
. Bacilos/
Pequefiol plano- estreptobacilos/
convexa/ fusiforme/ alargados, grandes
S2 redondeado/ lisa/ + y N ORNOENC
caquil opaca/ gruesos, con la 6606
opaca apariencia de
paca. encadenamiento.
Bacilos/ en “V”y
- en empalizada/
Pequefio/ plano- gruesos, cortos y
Sab convexa/ fusiforme/ + redondeados: ® @ O

redondeado/ lisa/

algunas células en
opaca/ opaca.

estado de
esporulacion.

Mediano/ plana/
circular/

S4r  redondeado/ lisa/ -
beige claro/ opaca/
brillante.

Bacilos/ en “V”/
bacilos cortos y ORNORNO)]
delgados.

S6

12

13

15

16

Mediano/
acuminada/
circular/
redondeado/
rugosa/
Blanquecino-gris/
opaca/ opaca.

Pequefio/ Papilada/
circular/
redondeado/
rugosa/ beige claro/
opaca/ opaca.

Pequefio/ plana/
puntiforme/
ondulado/ lisa/ café
amarillento/
trasltcida/ brillante.

Muy pequefio/
papilada/
puntiforme/
ondulado/ lisa/
beige claro/
traslicida?
brillante.

Muy pequefio/
plana/ puntiforme/
redondeado/ lisa/
caqui oscuro/
trasldcida/ brillante.

Muy pequefio/
acuminada/
puntiforme/
redondeado/
rugosa/ beige claro/
opaca/ brillante.

Mediano/ plana/
alargada/ ondulado/
lisa /amarillo
quemado/traslicida
/ brillante.

Mediano/ plana/
alargada/ ondulado/
rugosa/ beige
oscuro/ opaca/
opaca.

Muy pequefio/
plana/ fusiforme/
ondulado/ lisa/
beige claro/ opaca/
opaca

Muy pequefios/
papilada/ irregular/
ondulado/ rugosa/
beige claro/ opaca/
brillante.

+

+

Bacilos/
diplobacilos/
bacilos y en su
mayoria muy
cortos.

Bacilos/ caracteres
chinos/; algunos en
“V” / medianos y
anchos,dan la
apariencia de estar
encadenados.

Bacilos/ Caracteres
chinos/ cortos,
delgados, con
apariencia
granular.

Bacilos/ caracteres
chinos/ cortos,
gruesos, con
aparente estado de
esporulacion

Bacilos/
estreptobacilos/
bacilos muy
delgados, que dan
apariencia de
cadenas largas.

Bacilos/ en "V"/
cortos y delgados.

Cocos/
estafilococos/
distribuidos
irregularmente, son
pequefios

Bacilos/ en
empalizada/ son
bacilos en su
mayoria alargados
y delgados.

Bacilos/
diplobacilos/ son
delgados y cortos,
su distribucion da
la apariencia de
caracteres chinos.

Forma: bacilos;
agrupacion:
caracteres chinos;
descripcion: Son
bacilos muy cortos,
gruesos y se
encuentran
distribuidos muy
irregularmente,

*)

*)

0

)

)

)

G

*)

*)

0

*)

0

0

0

()

()
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dado su tipo de

agrupacion.
Muy pequefio/ Bacilos/
acuminada/ diplobacilos/
puntiforme/ alargados y
194  redondeado/ delgados, algunos () (1) (9
rugosa/ amarillo de ellos presentan
quemado/ estado de
trasldcida/ brillante. esporulacion.
Muy pequefio/ Bacilos/ caracteres
convexa/ chinos y en "v"/
19us  puntiforme/ predominantement
0 ondulado/ rugosa/ e cortos, delgados, 0 006
blanca/ traslicida/ se encuentran
brillante esporulando.

A = Amilasa; C= Caseinasa; L = Lecitinasa.
Fuente: Elaboracién propia.

D. Evaluacion cualitativa

En esta evaluacion, se evidencié la actividad de los agentes
degradantes a temperatura de 37 °C y condiciones aerobias,
diferente al estudio de biodegradabilidad de biorreactores en
donde se encontraban a temperatura de 58 °C y en
anaerobiosis, por lo que dados los resultados de
descomposicién considerables obtenidos, como se muestra en
la TablalV, si el consorcio bacteriano fue extraido de los
mismos biorreactores, pueden tratarse de organismos
termofilos y anaerobios facultativos [9].

TABLA IV.
ANALISIS CUALITATIVO DE LA DEGRADACION DE LA MUESTRA DE B-XGT.

Dia Descripcion

En el estado inicial de los sistemas de degradacion, se observo la
integridad de la muestra.
Se pudo observar un inicio de degradacion de My, M, y el Ctrl (+),
3 denotado por un aumento de la turbiedad en los matraces de
degradacion. El Ctrl (-) y el Ctrl de MM no presentan cambios.
Al verificar el paso de luz de los matraces, se observé el aumento
significativo en la turbiedad, una mayor densidad celular por la
4 actividad bacteriana y particulas ain mas pequefias en el M; y M,
en relacion al dia anterior. Aun se observan particulas en el fondo
de los matraces de degradacion
En los sistemas de degradacion M;, M, y del Ctrl (+) aument6 la
turbiedad. En el fondo de los matraces de degradacion no se
observan residuos del b-XgT. En el Ctrl (-) y Ctrl de MM no se
observo alteracion alguna.

Fuente: Elaboracién propia.

A partir de los resultados de degradacion obtenidos,
evidenciados en la Fig. 2, se dio inicio el proceso de conteo
bacteriano.

Fig. 2. Degradacion de la muestra de b-XgT en MM. Cambio del b-XgT dia 1
(izg.) y dia 5 (der.).

Fuente: Elaboracion propia.

E. Conteo bacteriano

Se obtuvo cardcter incontable de los duplicados de las
diluciones 1*x10® y 1*x10° (>300 colonias), por lo que se
tuvo en cuenta Unicamente el resultado del duplicado de la
concentracion de 1*x107° los cuales fueron 1,99 x10%?
UFC/mL y 2,31 x10% UFC/mL, en promedio, 2,15 x10* UFC
por mL de muestra. El resultado importante para analizar es la
viabilidad celular del consorcio bacteriano extraido de los
biorreactores de compostaje y suspendidos en MM en un
sistema de degradacién de condiciones distintas, esto con un
limite de deteccidn adecuado [10]. Se reconocieron las células
viables cuando a un MM se le afiaden los nutrientes adecuados
para el desarrollo microbiano, es decir, el b-XgT como fuente
de carbono.

F. Actividad bacteriana de la muestra

Se observé un estado inicial con cerca de 6 morfologias
coloniales distintas, por lo que puede afirmarse que las
bacterias del aire circundante del laboratorio pudieron alojarse
en la superficie del b-XgT. Por otro lado, debido a que las
bacterias hacen parte de la flora normal del ser humano, que
puede variar entre 100 especies distintas de microorganismos
y en su interior albergar hasta 100 trillones [11], con un
posible contacto directo se pud explicar la variedad de
colonias observadas.

G. Actividad bacteriana en los sistemas de composteo

Se observaron resultados positivos de amilasa, caseinasa y
lecitinasa a diferencia del biorreactor que contenia polietileno.
Esto puede relacionarse con las células viables de los
biorreactores. También, se tiene en cuenta que las bacterias
terméfilas poseen variedad enzimas (ademas de membranas
especializadas) que les permiten hacer sus procesos
funcionales; se reconocen en especial las amilasas con
aplicaciones industriales, como la degradacion de polimeros
[12]. Igualmente, se observaron morfologias coloniales



242 Scientia et Technica Afio XXVI1, Vol. 26, No. 02, junio de 2021. Universidad Tecnolégica de Pereira

completamente distintas al comparar los medios AA, LD, BP,
respectivamente de My y M.

IV. DISCUSION

Los resultados de la siembra primaria en agar sangre, por un
lado, apuntan al dafio biolégico a los eritrocitos y la apoptosis
(Sayed, Kataoka, Oda, Kashiwada, & Mitani, 2018), pero por
otro, revelan la existencia de biosurfactantes (BS) secretados
por las bacterias. Los BS en componentes como el suelo y
compost, son capaces de degradar sustancias hidrofébicas,
propiedad del copolimero analizado de b-XgT. Los BS de
origen bacteriano se originan principalmente por los géneros
Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus y Arthrobacter
(Becerra & Horna, 2016; De la Rosa, Sanchez-Salinas, &
Ortiz-Hernandez, 2014).

En las bacterias que tuvieron desarrollo en agar Sabouraud
se reconocen sus aplicaciones biotecnoldgicas puesto que
cuentan con enzimas como amilasas, proteasas, ligasas,
celulasas, que pueden romper los enlaces de polimeros como
b-XgT e igualmente, pueden relacionarse con organismos
termoacidéfilos pues los biorreactores se encontraban a 58 °C
y en ellos, se reconoce su capacidad de degradar polimeros
[13]

Existen condiciones diferenciadoras que pueden favorecer
el crecimiento flngico o bacteriano, por ejemplo, cuando se
disminuye el pH y se aumenta el N, predominan los hongos,
pero, cuando se mantiene un pH neutro y una relacion C/N
alta, tal como fueron manipuladas las condiciones para el
estudio de biodegradabilidad del b-XgT en biorreactores de
compostaje, las bacterias son dominantes y en general, la
muerte flngica en procesos de composteo se da a partir de
temperaturas de 50 °C [14].

Como se evidenci6 en la Tabla IlI, la morfologia celular es
predominante de bacilos, lo que es correspondiente a los
estudios de biodegradacion en compostaje en los que se han
identificado filos como Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes y Firmicutes, y a nivel de género, Bacillus sp.
emergi6é como el filotipo mas dominante, el cual participa en
el ciclado de nutrientes, como P, K, N, Mn, entre otros
presentes en la composta [15].

Organismos como Bacillus subtilis son reconocidos por su
potencial para utilizar el polietileno (PE) como fuente de
carbono, a través de biosurfactantes extracelulares; Bacillus
amyloliquefaciens también degrada polietileno de baja
densidad (LDPE) por sus medios extracelulares. Por otro lado,
especies como Bacillus sterothermophilus poseen B-xilosidasa
y el género Bacillus sp. en general produce xilanasas en
espacios termofilico, y a temperaturas de 40-45 °C, lo que
corresponde a las condiciones de la prueba de
biodegradabilidad [16]. Se sugiere, por tanto, que Bacillus sp.
es capaz de degradar el b-XgT, teniendo en cuenta también
que los consorcios de bacterias se reconocen por la capacidad
de la degradacion de plasticos [17].

En cuanto a los microorganismos gramnegativos, se han
investigado variedad de bacterias que degradan polimeros,
como las familias Enterobacteriaceae: Escherichia coli,

Enterobacter asburiae, Serratia marcescen y de la familia
Vibrionaceae sp., del género Pseudomona sp., como P.
aeroginosa, especificamente P. Fluorescens y P. putida [18].
El género Staphylococcus sp. también participa en la
degradacion de LDPE con eficiencias de hasta el 22 % [19].
Dichos organismos pueden corresponder a los gramnegativos
encontrados en este estudio.

En cuanto a la actividad enzimética evidenciada, dentro de
la produccion de amilasas, se pueden destacar las a-amilasas,
B-amilasas y glucoamilasas, las cuales catalizan la hidrolisis
del almidon y carbohidratos relacionados mediante ruptura
aleatoria de la unién glicosidica interna oligosacaridos;
también catalizan la transglicosilacion, condensacién y
ciclacion, puede ser una de las mas variadas de todas las
glucésido hidrolasas por lo que es reconocida nivel industrial
y en el manejo de residuos sélidos [20]. Por tanto, se reconoce
que pueden hacer parte de la degradacion de b-XgT.

Entre las bacterias més reconocidas por la produccion de
amilasas relacionadas con la degradacién de polimeros como
el almidén y por tanto del b-XgT se encuentran Bacillus
subtilis, B. staerothermophilus, B.s amyloliquefaciens, B.
licheniformis, B. acidocaldarius, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium acerans [20], Bacillus subtilis, Pseudomonas
florescens, E. coli y Serratia marscens [21].

La produccién de caseinasa por parte de las bacterias
consiste en la capacidad de generar enzimas extracelulares que
hidrolizan principalmente proteinas, y con ello transportarlos
al interior de la célula en forma de mondmeros (los
aminodcidos) que les permiten crecer. Esto, pudo ser de
utilidad para reconocer la capacidad de enzimas extracelulares
del consorcio bacteriano para aprovechar fuentes complejas de
carbono como las proteinas.

En la presencia de lecitinasa, una fosfolipasa secretada por
las bacterias grampositivas, se pudo destacar que ademas, sus
atomos confieren estabilidad excepcional al calor, es decir,
una condicidén favorable para el aprovechamiento de proteinas
en suelo o compost; ademas, estudios demuestran la
movilizacién de nutrientes como nitrégeno y fésforo por parte
de las bacterias a través de la lecitinasa [22].

La lecitinasa se ha identificado en cepas de Pseudomonas
sp., Delftia lacustris, Serratia plymuthica, Acinetobacter
Iwoffii, Baciluus cereus, B. Fordii, entre otras [23]. Por esta
razén se puede afirmar que la cepa de nombre ‘1’ tiene la
capacidad de movilizar nutrientes fosforicos, es decir, permitio
que los nutrientes esenciales presentes en el compost pudieran
ser asimilados por el consorcio bacteriano.

Se resalta el papel de las enzimas en la biodegradacion, ya
que a partir de estas, los microorganismos obtienen energia al
catalizar las reacciones que involucran la ruptura de enlaces
quimicos, transfierendo electrones de la sustancia problema.
Durante el proceso anaerobico de los sistemas de composteo,
los organismos usaron nitratos, sulfatos, metales, CO- liberado
en las reacciones para obtener electrones que pudieran
degradar el b-XgT, habilitando los monémeros como fuente de
energia utilizable; una bacteria puede sintetizar o activar
constantemente todas las enzimas requeridas para la
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degradacion,  metabolizar cuando  amerite 'y  sea
termodinamicamente favorable, lo cual es regulado por los
factores fisicos y quimicos del entorno, variando su
produccion segun la especie bacteriana o cepa aislada [24].

Algunas cepas capaces de degradar plasticos
convencionales, como se ha venido mencionando, son de
Bacillus sp. cuyas proteasas son responsables de la
biodegradacion [24]. Por esto, las enzimas adquieren especial
atencion y es adecuado estudiarlas. Entre las enzimas
adecuadas para la deteccion de actividad enzimatica
extracelular en las bacterias, se encuentran la caseina,
quitinasas, xilasas y lipasas, en donde las provenientes de
Bacillus sp. termofilicos, juegan un papel importante en la
degradacion de plasticos [17].

En general, las exoenzimas mas abundantes en aislamientos
bacterianos provenientes del suelo y compost son la caseinasa
seguida de la amilasa [8], lo que fue congruente con este
estudio, en lo que cabe aclarar que aquellas cepas que no
presentaron ningun desarrollo en los medios AA, LD y BP,
pueden generar actividad de otro tipo de enzimas. Por tanto, la
complejidad bacteriana proveniente del in6culo de compost de
los biorreactores, permitié la erosién y degradacion hidrolitica
del b-XgT, aspecto evidenciable por los subproductos como
monomeros, CO, CH4, H20, vy el desarrollo enzimético [25].

Finalmente, en cuanto al conteo bacteriano, se comprende
que el resultado de 2,15 x10? UFC/mL es positivo al
comparar con estudios de biofertilizantes y aceleradores de
composteo cuya mayor tasa de crecimiento bacteriano a las
24h fue de 2x10% UFC/mL [26]. Otro espacio de analisis son
las ‘formulaciones de bacterias’, encontradas en el mercado
como alternativas para el desarrollo bacteriano funcional; se
describe que un consorcio de bacterias facultativas del género
Bacillus de 2x10'? UFC/mL, es una tasa adecuada [27].

Por tanto, el desarrollo bacteriano en MM cuando el b-XgT
es fuente de carbono de un consorcio bacteriano proveniente
de un ensayo de degradacion en biorreactores de compost,
genera una densidad bacteriana alta.

V. CONLUSIONES

— Las caracteristicas de los microorganismos participantes
en la degradacion del b-XgT durante la prueba de
biodegradabilidad en biorreactores de compostaje en
condiciones controladas de laboratorio, son principalmente
bacterias grampositivas de morfologia bacilar (14 de las 16
bacterias desarrolladas), las cuales se encontré que participaron
en diversidad de investigaciones en la degradacion de
bioplasticos con el género Bacillus sp.. También, se encontrd
la existencia de bacterias con capacidad secretar
biosurfactantes, sustancias hidrofobas capaces de degradar
sustancias hidrofébicas, caracteristica del b-XgT. Durante la
digestion anaerobia del bioplastico analizado, también se
desarollaron organismos aciddfilos de tipo extremdfilo
facultativo, los cuales también son reconocidos por su
capacidad de erosionar sustancias poliméricas y asimilarlas en
su estructura celular.
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— Se analizé la capacidad de excretar enzimas que
permitieran aprovechar las fuentes de carbono disponibles por
las bacterias de este estudio. Se encontr6 actividad de amilasa,
caseinasa y lecitinasa positiva por algunas de las bacterias
aisladas en este estudio. Al corresponder a una evaluacién de
proteasas, son coherentes con estudios que demuestran que
estas enzimas permiten a los organismos degradar polimeros.
Por otro lado, cuando se evalud el consorcio bacteriano
proveniente del biorreactor de compostaje que comprobd la
biodegradabilidad del b-XgT, se tuvo un resultado positivo de
amilasa, caseinasa y lecitinasa, a diferencia de varias de las
cepas bacterianas aisladas en la siembra secundaria, por lo
cual, se soporta que la sinergia de las comunidades
microbianas aumenta la capacidad de degradacion en todo el
medio.

— Se encontr6 que cuando se introduce b-XgT como fuente
de carbono en biorreactores de compostaje, las comunidades
bacterianas poseen una viabilidad celular alta, pues a través del
recuento en placa se encontré una densidad de 2,15 x 10%?
UFC/mL de muestra. Esto, fue respaldado al observar la rapida
erosién de la muestra de b-XgT cuando se sometié a medio
mineral como medio liquido que permitiera evidenciar su
deterioro y asimilacion por los microorganismos. Se reconocié
que la degradacién del b-XgT en compost anaerobio permite
una alta viabilidad microbiana aprovechable como abono.
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