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RESUMEN

En el mundo los residuos vegetales son el recurso renovable més grande que existe y estdn compuestos en su
mayor parte por celulosa y hemicelulosa, sustancias que son degradadas por microorganismos. En Colombia
se conoce poco acerca de la biodiversidad microbiana y su funcién en la naturaleza. A manera de linea base
en esta investigacién se aislaron microorganismos degradadores de celulosa y xilano en dos compost prove-
nientes de residuos agricolas, el primero de una finca de flores (1) y el segundo de hortalizas (2), ubicadas en
la Sabana de Bogoté. El aislamiento se realizé en medios de cultivo con extracto de compost, los morfotipos
se purificaron y se les evalué la actividad enzimética a nivel cualitativo en medios sélidos con xilano y celu-
losa. Se seleccionaron los mejores microorganismos para cada actividad en cada compost y se les cuantificé
proteinas extracelulares, biomasa y actividad degradadora en los respectivos sustratos. El compost 2 fue mejor
para el aislamiento de microorganismos degradadores de xilano y celulosa que el compost 1. Se encontraron
46 microorganismos con potencial para degradar xilano y cinco para celulosa de estos se evaluaron seis para
xilano y cinco para celulosa, de los cuales, el hongo Aspergillus sp. 1 del compost 1y el hongo Penicillium sp.
y el actinomiceto Streptomyces sp. 2 del compost 2 son promisorios para la degradacién de xilano, el hongo
Aspergillus sp. 2 y el actinomiceto Streptomyces sp. 3 del compost dos para degradar celulosa.
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ABSTRACT

In the world, the vegetable wastes are the largest renewable resource that exists and are composed mostly
of cellulose and hemicellulose, the substances that can be degraded by microorganisms. In Colombia, there
is few knowledge about microbial biodiversity and its use. As a base line in this study, there were isolated
degraders microorganisms of cellulose and xylan from two compost from agricultural waste, the first one
from a floriculture farm (1) and the second one from a vegetable farm (2), located in the Bogoté Plateau. The
isolation was carried out using selective mediums with compost extracts. Then, it was performed morphotype
identification and qualitative evaluation of enzymatic activities in specific solid mediums with xylan and
cellulose. The best microorganisms were selected for each activity in each compost and extracellular proteins,
biomass and activity in the respective substrates were quantified. The compost 2 was better for isolation of
xylan and cellulosa degraders than compost 1. We found 46 microorganisms with a potential to degrade xylan
and five microorganisms with a potential to degrade cellulose, from these were evaluated six for xylan and five
for cellulose, of which the fungi Aspergillus sp. 1 from compost 1, the fungi Penicillium sp. and the actinomycete
Streptomyces sp. 2 from compost 2 were promising for the degradation of xylan, the fungus Aspergillus sp. 2 and

the actinomycete Streptomyces sp. 3 from compost 2 were promising to degrade cellulose.
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INTRODUCCION

En el mundo, los residuos vegetales son el recur-
so renovable mds grande que existe y se consi-
dera que més del 85% de los residuos conside-
rados agricolas y un gran porcentaje de residuos
agroindustriales son de este tipo (Sztern y Pravia,
1999). Estos residuos estdn compuestos en su
mayor parte por celulosa, hemicelulosa y lignina
(Paul y Clark, 1996). Los compuestos lignocelu-
loliticos se estiman en varios miles de millones
de toneladas anuales (Okeke y Obi, 1994) y los
microorganismos cumplen un papel fundamen-
tal en su descomposicién y transformacién (Sa-

ber, 2001).

Por esta razén se han desarrollado procesos
usando estos residuos como materia prima para
la obtencién de compost (Suquilanda, 1996),
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pero también de productos con valor agregado
como etanol, enzimas microbianas, y proteinas
unicelulares (Oliveira et al., 2006). En el proceso
de compostaje los microorganismos participan
por medio de la secrecién de enzimas hidroliticas
que tienen un papel fundamental en la depoli-
merizacién de los componentes organicos de los
diferentes residuos (Marx et al., 2001). Entre es-
tas enzimas las més importantes son las celula-
sas, hemicelulasas, proteasas, lipasas, fosfatasas
y arilsulfatasas (Mondini et al., 2004).

Cuando las enzimas que producen los microor-
ganismos son extracelulares pueden ser poten-
cialmente ttiles, en la degradacién de diferentes
sustratos. Estas enzimas extracelulares tienen
ventajas con respecto a las intracelulares porque
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no necesitan técnicas de ruptura, para ser extrai-
das, presentan una estructura mds compacta y
son menos susceptibles a la degradacién. Las en-
zimas extracelulares hidrolizan moléculas gran-
des como almidén, celulosa, hemicelulosa, pecti-
na, proteinas, lipidos y acidos nucleicos, que son
asimiladas por los microorganismos como fuente
de carbono y energfa. Moléculas como hemicelu-
losa y celulosa estan presentes en gran cantidad
en el compost proveniente de residuos agricolas
(Sztern y Pravia, 1999) y esto lo convierte en un
sustrato ideal para el aislamiento de microorga-
nismos degradadores de estas sustancias.

Los microorganismos aislados de compost se
pueden usar para la produccién de inoculantes
que apoyen la produccién agricola en el control
de plagas, como fertilizantes (ICA, 2007), o para
mejorar tiempos en procesos de compostaje ela-
borados con residuos agricolas (Vargas-Garcia
et al., 2005). Adicionalmente, el uso de enzimas
microbianas, especialmente celulasas y xilanasas
extracelulares, ha ganado importancia debido a
que los productos obtenidos de la hidrdlisis (azu-
cares solubles) son indispensables en procesos de
fermentacién, produccién de combustibles, qui-
micos y alimentos (Kuhada ez al., 1998).

La literatura reporta muchos microorganismos
con capacidad para degradar xilano principal-
mente hongos (Pham et al., 1998). Los hongos fi-
lamentosos producen gran cantidad de xilanasas
extracelulares en comparacién con las levaduras
y bacterias (Kulkarni et al., 1999). Para la degra-
dacién de celulosa han sido estudiados muchos
géneros de hongos por sus enzimas celuloliticas
(Lynd et al., 2002) y entre las bacterias, los acti-
nomicetos se destacan por su capacidad degrada-
dora de este sustrato (Lynd ez al., 2002).

En Colombia la biodiversidad microbiolégica es
practicamente desconocida y por consiguiente
su funcién en la naturaleza, posiblemente por-
que en el pasado no se contaba con metodolo-
glas apropiadas para el aislamiento, purificacion,

clasificacion, caracterizacién y preservacion de
los microorganismos (Melgarejo et al., 2002). Ac-
tualmente en el Instituto Colombiano Agrope-
cuario (ICA) se encuentran registrados algunos
productos acondicionadores de suelo y abonos
orgénicos, elaborados a partir de microorganis-
mos, vermicompost, estiércoles y compost (ICA,
2008). En este contexto, dichos trabajos generan
un entorno favorable para el desarrollo de esta
investigacién a manera de linea base, en la que se
pretende aislar bacterias y hongos con capacidad
de degradar sustancias presentes en procesos de
descomposicién de residuos agricolas como celu-
losa y hemicelulosa.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de muestras

El primer compost provino de la finca Jardines de
Chia Ltda., la cual se encuentra ubicada en la ve-
reda la Fagua, Chia, Cundinamarca. Esta finca se
dedica al cultivo de flores como pompén de expor-
tacién. En esta finca el compost es elaborado tni-
camente con tallos y flores de pompén triturados
y dispuestos en pilas de aproximadamente 3 m de
alto, 4 m de ancho y 4 m de largo (basal) y son
volteadas cada 15 dfas y una relaciéon C/N=14.

El segundo compost provino de la finca Gabeno,
ubicada en el km 10 via Tenjo, Cundinamarca.
Esta finca se dedica al cultivo de hortalizas orga-
nicas principalmente lechuga. El compost se ela-
bora con residuos de hortalizas y plantas arven-
ses sin limpiar como resultado de las desyerbas
manuales de los cultivos y se le adiciona melaza
y estiércol bovino. En esta finca el compost se
realiza en pilas de 2,5 m de ancho, 10 m de largo
y 1,5 m de alto, la pila se cubre con pasto cor-
tado, para protegerla de la pérdida de humedad
por evaporacién, no se voltea a menos de que
un exceso de humedad asf lo exija. Para el caso
del compost trabajado se realizaron tres volteos
debido a las lluvias y una relacién C/N=13.
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Se tomaron tres muestras de cada compost en
diferentes tiempos de acuerdo con la duracién de
cada uno de los procesos de compostaje. El com-
post 1 (5 meses de compostaje) se muestred a las
2 semanas, a los 3 meses y a los 5 meses. El com-
post 2 (8 meses de compostaje) a las 2 semanas, a
los 4 meses y a los 8 meses. Para cada muestra se
tomaron 10 puntos diferentes de la pila cubrien-
do el interior (5 puntos) y el exterior de la pila (5
puntos), los cuales se mezclaron en un recipiente
limpio y se sacaron tres submuestras.

Aislamiento de microorganismos

Cada submuestra se procesé de manera indepen-
diente por triplicado. Para cada una se utilizé un
medio de cultivo con extracto de compost de cada
muestra (Hunter-Cevera et al., 1986) y bactoagar
(Difco). El aislamiento se realizé en medios no
selectivos con el fin de obtener microorganis-
mos que degradaran sustratos complejos como el
compost, de esta manera poder probar su accién
sobre diferentes sustratos presentes en compost
realizado con residuos agricolas en este caso ce-
lulosa y xilano. A los medios para actinomicetos
se les adicioné el antibiético nistatina y en los
medios para hongos se utilizé el antibiético clo-
ranfenicol (Hunter-Cevera et al., 1986). Para el
procesamiento de las muestras se empled la téc-
nica de diluciones seriadas (Madigan et al., 2001).

Determinacion cualitativa
de las diferentes actividades

A todos los microorganismos aislados se les
evalué su actividad en los dos sustratos xilano
y celulosa por duplicado, para tal fin se realiza-
ron indéculos liquidos cuyas concentraciones se
ajustaron para bacterias a 107 ufc/mL de acuerdo
con el patrén de Mc Farland, para actinomicetos
a 10 células/mL y para hongos a 10° células/mL
por medio de conteos en cdmara de Neubauer.
Cada suspensién microbiana a evaluar se inocu-
16 sobre circulos de papel filtro, ubicados en la
parte central de las cajas de petri que contenian
los medios sélidos. Estos medios fueron elabora-
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dos como sigue: 10 g de sustrato, 1 g KH,PO,, 2
g NaNQ,, 0,5 g MgSO,7H,0, 10 mL solucién de
elementos traza, 990 mL agua destilada y bac-
toagar 15 g. Se ajustaron a pH 6 y se esteriliza-
ron por 10 min a 15 Lb (Cooper y Wood, 1980).
Los sustratos fueron CMC (carboximetil celulo-
sa Sigma) y xilano de hojuelas de avena (Sigma).

En cada una de las cajas se midi6 el crecimiento
de la colonia y el halo de degradacién alrededor
de la misma a las 116 h para actinomicetos y a
las 48 h para bacterias, sacando un porcentaje
de degradacién (Pedroza et al., 2007). Adicional-
mente se categoriz6 la intensidad del halo de 1-3
siendo 1 un halo débilmente visible y 3 un halo
muy visible con el fin de dar una idea de la inten-
sidad de la actividad enzimatica sobre el sustrato
especifico.

Actividad enzimatica
de los mejores aislamientos

De los microorganismos evaluados en la etapa
anterior se escogié el mejor de cada compost,
de cada grupo microbiano y de cada actividad.
El microorganismo con el mayor porcentaje y el
mayor grado fue seleccionado para esta etapa. Se
escogieron seis microorganismos por cada una
de las actividades xilano y celulosa, de los cuales
dos corresponderian a bacterias, dos a hongos y
dos a actinomicetos, uno de cada compost.

Se prepararon inéculos de concentracién conoci-
da. De cada una de estas suspensiones microbia-
nas se extrajo 1 mL y se inoculd sobre 3 mL del
medio liquido. Estos medios liquidos fueron pre-
parados de la misma forma que los medios sélidos
del ensayo anterior. Los medios liquidos inocula-
dos se incubaron a 28°C en agitacién constante a
130 rpm. Para bacterias se tomaron muestras cada
6 h durante 48 h, para hongos y actinomicetos
cada 24 h por 4 d (Mikan y Castellanos, 2004).

La muestra se centrifugd a 6.000 rpm y el pe-
let fue puesto a secar en un horno a 105°C por
24 h con el fin de determinar la biomasa seca
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microbiana. Los sobrenadantes se congelaron en
nitrégeno liquido para la evaluacién posterior de
las actividades enziméticas. A partir de los so-
brenadantes, se realizé la determinacién de las
proteinas extracelulares utilizando el método de
Zor y Selinger (1996), y la determinacién de ac-
tividades enzimaticas.

Actividad-f-1,4-endoglucanasa: a 200 uL de
sobrenadante, se adicioné 875 uL de CMC al 1%
(Sigma) y 25 uL de buffer acetato de sodio 1,0 M
(Ramirez y Coha, 2003) con pH 6,0 para bacte-
rias y actinomicetos y pH 5,3 para hongos.

Actividad-f3-1,4-exoglucanasa: se colocaron
12,5 mg de papel filtro Whatman No. | en un
tubo Eppendorf al cual se le agregaron 200 uL de
buffer acetato de sodio 0,6 M con pH 6,0 para bac-
terias y actinomicetos (Ramirez y Coha, 2003) y
pH 5,3 para hongos y 800 uL de sobrenadante.

Actividad-B-1,4-glucosidasa: se determiné
utilizando 250 uL del sobrenadante y 250 uL de
salicina 10 mM en buffer acetato de sodio 1 M
(pH 6,0) para bacterias y actinomicetos (Rami-
rez 'y Coha, 2003) y pH 5,3 para hongos.

Todos los sistemas se incubaron a 50°C (tempera-
tura ideal para la accién de enzimas celuloliticas)
por 50 min. Posteriormente se midio la liberacién
de aztcares reductores por el método del arseno-
molibdato de Nelson (1944) y Somogyi (1952).
La absorbancia se leyé en un lector de micropla-
cas BIORAD 680XR a 655 nm. Las actividades
se expresaron en Ul por mL. Considerando una
unidad la cantidad de enzima que libera 1 uM
glucosa/min (Ramirez y Coha, 2003).

Actividad-f3-1,4endo-xilanasa: se inocularon
50 uL del sobrenadante en 450 uL de suspensién
de xilano de hojuelas de avena (Sigma) al 0,5%
en buffer citrato pH 5,5 (Bailey et al., 1992). Se
incubé por 5 min a 50°C y se midi6 la liberacién
de aztcares reductores por el método DNS (Mi-
ller, 1959), usando xilosa como solucién estan-
dar. Las unidades de actividad fueron expresadas

en nKat/s (cantidad de enzima necesaria para
transformar un nmol de sustancia por segundo).
La absorbancia se ley6 en un espectrofotémetro
(Biomate 3) a 540 nm.

Manejo de datos

Para la evaluacién cuantitativa de actividades en-
ziméticas todos los datos se tomaron por triplica-
do, se calcul6 la desviacién estandar y se utiliz6
estadistica descriptiva para realizar las curvas de
calibracion de cada actividad en el programa Ex-
cel. Se determinaron las respectivas correlaciones
entre las curvas de biomasa y proteinas solubles
con las actividades en cada sustrato utilizando el
programa Excel. Las gréficas se realizaron en el
programa Sigma Plot versién 10.

Preservacion final de cepas

Los microorganismos aislados se conservaron en
tubos eppendorf, con el sustrato especifico 1%
(xilano, celulosa) en medio liquido, en caso de no
presentar actividad en ninguno de estos sustra-
tos se preservaron en extracto de compost y se
les adicioné glicerol al 10% (p/v). La concentra-
cién de células para bacterias fue de 107 ufc/mLy
hongos filamentosos 10° esporas/mL. Cada mi-
croorganismo se conservé por triplicado a -70°C.

Identificacion de cepas seleccionadas

Los hongos y los actinomicetos seleccionados
para la parte final fueron identificados de acuer-
do con métodos morfoldgicos y las bacterias de
acuerdo a métodos bioquimicos utilizando los
Kit clinicos de identificaciéon BBL Crystal y API
de Biomeriux.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de microorganismos

Se aislaron y se preservaron en agar compost,
125 morfotipos en el compost 1 (19 de actino-
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micetos, 67 de bacterias y 39 de hongos), y 164
morfotipos del compost 2 (65 de actinomicetos,
79 de bacterias y 20 de hongos).

Actividad cualitativa

De acuerdo con la evaluacién de las actividades
hidroliticas cualitativas “presencia de halo de de-
gradacion”, se encontrd que el compost 1 presentd
mayor nimero de morfotipos con algin grado de
degradacién sobre los sustratos estudiados espe-
cialmente xilano (102), sin embargo en los dos
compost fue mayor el nimero de morfotipos de-
gradadores de xilano que de celulosa (figura 1).

De acuerdo con los porcentajes e intensidad del
halo de degradacién (G) se encontraron 46 mi-
croorganismos con potencial para la degradacién
de xilano (%>40, G=38) 19 del compost 1 y 23
del compost 2, en su mayoria actinomicetos,
mientras que para celulosa solo dos presentaron
porcentajes superiores al 20 y grado 3 de degra-
dacién y fueron aislados del compost 2 (tabla 1).
Por esta razén en celulosa se utilizaron para la

evaluacién cuantitativa solo cinco microorga-
nismos, dos con grado 3 y tres con grado 2 de
degradacion

Microorganismos seleccionados

En la tabla 2 se muestran los morfotipos selec-
cionados por tener el mayor porcentaje de degra-
dacién y mayor grado dentro de cada sustrato,
compost y grupo microbiano. Se encontraron los
siguientes generos: Bacillus, Aspergillus, Penicillium
y Streptomyces (se numeraron sp. 1, sp. 2, sp. 3, sp.
4) de acuerdo a la cantidad de microorganismos
diferentes dentro del género a evaluar, con el fin
de diferenciarlos.

Dentro de los morfotipos, la bacteria Bacillus sp.2
del compost 2 present6 la mejor degradacién en
xilano y en celulosa, y se seleccioné para calcular
la actividad cuantitativa en los dos sustratos, a
pesar de que su grado de degradacién en celulosa
es 2. En el caso de los hongos, Aspergillus sp. 1 del
compost 1 fue el que tuvo la mayor actividad en
xilano y en celulosa dentro de los hongos en este

Actino-
micetos

Bacterias

Compost 1

120
102
100 I Xilano
[ Celulosa
[72]
2 80 74
S
5 60 54
s 49
S 45
S 40 4
= 3% 2 29

Bacterias

Actino-
micetos

Hongos Compost 1| Compost 2

Compost 2 Total

Figura 1. Nimero de morfotipos de microorganismos que presentaron actividad cualitativa en xilano y celulosa
(Cooper y Wood, 1980) en los compost provenientes de residuos agricolas en la Sabana de Bogota.
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Tabla 1.

Nimero de morfotipos con potencial

para la degradacion (porcentaje y grado

de degradacion (G) de xilano celulosa, segin
Cooper y Wood, 1980), en dos compost

en la Sabana de Bogota.

Xilano Celulosa

Compost | Microorganismo | o~ 409, %>20%
G=3 G=3

Bacterias 7 0

Compost 1 | Hongos 2 0
Actinomicetos 10 0

Bacterias 0 0
Compost 2 | Hongos 4 1
Actinomicetos 23 1

Total 46 2

compost, asi que también se trabaja de aqui en
adelante con el mismo hongo en los dos sustra-
tos aunque su grado de degradacién en celulosa
es 2. No se encontraron bacterias con potencial
para degradar celulosa en el compost 1 (tabla 2).

Actividad cuantitativa
Actividad en xilano

La figura 2 muestra las correlaciones entre las
variables proteinas solubles, biomasa y actividad
endoxilanasa en todos los microorganismos eva-
luados. A medida que aumentan las proteinas so-
lubles aumenta la degradacién sobre el sustrato
y por consiguiente el microorganismo puede au-

mentar su biomasa al utilizar los aztcares solu-
bles provenientes de la degradacién del sustrato
para su crecimiento.

En las figuras 2A y 2B se muestra una mayor
correlacién entre las variables para Penicillum
sp. (>0,9) que para Aspergillus sp. 1 (>0,7) y la
biomasa tiene menor correlacién con la activi-
dad endoxilanasa (0,71) y las proteinas solubles
(0,78), su valor maximo de biomasa es mayor a
la del hongo del otro compost aunque su activi-
dad sobre el sustrato es menor.

En diferentes estudios realizados con hongos se
ha encontrado que la actividad enzimética de
la endoxilanasa depende mucho de la especie
evaluada, la actividad de la enzima puede tener
maximo de actividad en diferentes pH y tempe-
raturas (Curotto et al., 1994; Ferreira et al., 1999;
Abdel-Sater y El-Said, 2001; Oliveira et al., 2006).
Para el trabajo realizado, el hongo Aspergillus sp. 1
aislado del compost 1 tiene mayor actividad que
el hongo Penicillum sp. aislado del compost 2.

Especies de los géneros Aspergillus pueden pro-
ducir xilanasas libres de celulasas usando xilano
como Unica fuente de carbono (Kulkarni et al.,
1999). El género Penicillum esté registrado como
otro de los géneros ademas de Aspergillus y Tricho-
derma con gran cantidad de especies que degra-
da xilano y produce todas las enzimas extrace-
lulares implicadas en la degradacién del mismo
(Chévez et al., 20006).

Tabla 2. Morfotipos seleccionados de acuerdo con su porcentaje y grado de degradacion (G) en xilano y celulosa
aislados en dos compost de la Sabana de Bogota.
I N N T

Xilano Bacillus sp. 1 Aspergillus sp. 1 Streptomyces sp. 1
% y grado 77,5% G=3 66,9% G=3 57,7% G=3

Compost 1 :
Celulosa Aspergillus sp. 1 Streptomyces sp. 4
%y grado 15,4% G=2 43,3 G=2

Bacterias Hongos Actinomicetos

Xilano Bacillus sp. 2 Penicillium sp. Streptomyces sp. 2
% y grado 52,6% G=3 54,8% G=3 62,7% G=3

Compost 2 - -
Celulosa Bacillus sp. 2 Aspergillus sp. 2 Streptomyces sp. 3
% y grado 74,0% G=2 34,7% G=3 21,4% G=3
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Figura 2. Crecimiento y actividad enzimatica xilanolitica de los morfotipos seleccionados. A, Aspergillus sp. 1;
B, Penicillium sp.; C, Streptomyces sp. 1; D, Streptomyces sp. 2; E, Bacillus sp. 1; F, Bacillus sp. 2.
E, actividad endoxilanasa; P, proteinas solubles; B, hiomasa. Coeficientes de correlacion entre
las variables E-P, E-B, P-B.

Para los actinomicetos o bacterias filamentosas
se observa que la actividad maxima ocurre a las
116 h en los dos actinomicetos evaluados sin em-
bargo, se ve claramente que la actividad del acti-
nomiceto Streptomyces sp. 2 aislado del compost
2 (38,21 nkat/s mL") es mayor que la del acti-
nomiceto Streptomyces sp. 1 aislado del compost
1 (18,40 nkat/s mL?). Aunque este dltimo pre-
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senta un mayor crecimiento de biomasa (figuras
2Cy2D).

Si expresamos la actividad de los actinomicetos
evaluados en términos de unidades internacio-
nales por mililitro, Streptomyces sp. 1 tiene una
actividad de 5,52 Ul/mL y Streptomyces sp. 2 11,2
Ul/mL. Si comparamos estos valores con algu-
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nos reportados en la literatura, las actividades
oscilan entre 12 y 22 Ul/mL con méaximos de
actividad que ocurren a las 120 h, para actinomi-
cetos meséfilos y termofilos creciendo en sustra-
tos que promueven secrecién de xilanasas libres
de celulasas, como xilano puro o bagazo de cafa
(Maheswari y Chandra, 2000; Antanopoulos et
al., 2001; Techapun ez al., 2002). Entre las bacte-
rias se destacan los géneros Bacillus y Streptomyces
por su capacidad de degradar xilano, solo unas
pocas especies de Bacillus pueden producir xila-
nasas libres de celulasas (Kulkarni et al., 1999).

Para las bacterias no filamentosas se puede ver
que la bacteria Bacillus sp. 1, aislada del compost
1, presenta una mayor actividad endoxilanasa
(15,64 nkat/s mL?) que la bacteria Bacillus sp. 2
del compost 2 (7,31 nkat/s mL?) (figuras 2E y
2F). Como se mencioné anteriormente la corre-
lacién entre las curvas de actividad endoxilanasa
y proteinas es buena (>0,7) para los dos Baci-
llus. Este resultado es similar a lo encontrado por
Poorma y Prema (2007) en Bacillus subtilis donde
se muestra una tendencia semejante de las cur-
vas de proteinas extracelulares y actividad endo-
xilanasa hasta las 72 h. Sin embargo ellos encon-
traron que la actividad maxima ocurri6 a las 72
h, en un experimento que duré 120 h, mientras
que en nuestro experimento el tiempo maximo
muestreado fue 48 h y corresponde con la méxi-
ma actividad encontrada.

Si se compara la actividad enzimética cuantifi-
cada cualitativa y cuantitativamente de los seis
microorganismos evaluados para xilano se puede
observar que las bacterias a pesar de que tienen
porcentajes de degradacién altos a nivel cualita-
tivo, a nivel cuantitativo son los que presentan
los valores més bajos de actividad endoxilanasa,
y aunque los hongos y actinomicetos evaluados
tienen porcentajes similares, los hongos presen-
tan valores més altos de actividad endoxilanasa
(tabla 3). Esto indicarfa que el método de selec-
cién cualitativo no guarda una relacién directa
con el método cuantitativo en las cepas seleccio-
nadas, resultados similares fueron encontrados
por Morales (2006). Es necesario entonces me-
jorar el método cualitativo para evaluar degrada-
cién de xilano de tal manera que el porcentaje y
la intensidad de halo de degradacién guarde una
relacién directa con el método cuantitativo y asi
poder hacer una mejor seleccién cuando se tie-
nen gran cantidad de aislamientos. Esto conside-
rando que la seleccién de microorganismos por
el método cualitativo es més rapida y econémica
que por el método cuantitativo.

Actividad en celulosa

De los cinco microorganismos celuloliticos selec-
cionados solo dos presentaron actividad en las
pruebas cuantitativas, el hongo Aspergillus sp. 2
y el actinomiceto Streptomyces sp. 3 aislados del

de la Sabana de Bogota.

Tabla 3. Comparacion de la actividad enzimatica en xilano por el método cualitativo y
cuantitativo, evaluada para los seis aislamientos seleccionados en dos compost

Bacillus sp. 1
Compost 1 Aspergillus sp.1

Streptomyces sp. 1

Bacillus sp. 2
Compost 2 Penicillium sp.

Streptomyces sp. 2

175 15,64
66,9 53,96
57,7 18,40
52,6 7,31
54,8 48,53
62,7 38,21
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Figura 3. Crecimiento y actividad enzimatica celulolitica. A, Aspergillus sp. 2; B Streptomyces sp. 3.
C. celobiasa: P, proteinas solubles; En, endoglucanasa; Ex, exoglucanasa; B, biomasa. Coeficientes de
correlacion entre las variables C-P, C-B, En-P, En-B, Ex-P, Ex-B, P-B.

compost 2. Estos dos microorganismos fueron los
Gnicos que presentaron halos de degradacién con
grado 3 de intensidad en las pruebas cualitativas.

El hongo Aspergillus sp. 2 presenté una buena co-
rrelacién entre las variables (>0,78), lo que indi-
carfa que el crecimiento del microorganismo esta
relacionada con el aumento de proteinas solubles
y las actividades degradadoras sobre el sustrato.
Aspergillus sp. 2 present6 actividad a las 60 h para
los tres tipos de enzimas, endo y exoglucanasa
y celobiasa (figura 3A). Especies del género As-
pergillus han sido reportadas por su liberacién de
celulasas extracelulares (Lynd et al., 2002) como
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por ejemplo A. niger (Kang et al., 2004) y A. te-
rreus (Gao et al., 2008).

El actinomiceto Streptomyces sp. 3 presentd su ac-
tividad a las 116 h y solo tuvo actividad endoglu-
canasa y celobiasa (figura 3B). Hay que resaltar
que el actinomiceto Streptomyces sp. 3 tiene un
crecimiento de biomasa leve antes de las 116 h,
que podria estar relacionado a la actividad degra-
dadora del sustrato que no es detectada por los
métodos utilizados.

En el estudio realizado por Ramirez y Coha
(2003), para actinomicetos termofilicos con ac-



DEGRADACION DE CELULOSA Y XILANO POR MICROORGANISMOS AISLADOS

247

tividades a las 72 h, se reportan las 10 mejores
cepas de actinomicetos celuloliticos termofilos,
las cuales tienen actividad endoglucanasa entre
1,01 y 2,10 UI/mL, exoglucanasa entre 0,28 y
0,33 Ul/mL, y B-glucosidasa entre 0,30 y 0,62
Ul/mL.

El actinomiceto Streptomyces sp. 3 tuvo actividad
alas 116 h y fue de 0,63 Ul/mL para endogluca-
nasa y 1,03 Ul/mL para celobiasa, al comparar
entre estos resultados y los reportados en el es-
tudio mencionado se ve que para la endogluca-
nasa la actividad es baja y para la celobiasa es
alta. Nsereko et al. (2000) observaron que la ac-
tividad enzimatica varia mucho entre productos
enziméticos, aunque se originen de un mismo
microorganismo, lo cual puede deberse a las en-
zimas que contenga el producto y su habilidad
para ajustarse al sitio activo de cada sustrato.

Dentro de las razones por las cuales hubo ausen-
cia de la actividad en medio liquido de las otras
cepas microbianas evaluadas para celulosa se ob-
serva baja actividad en medio solido (grado 2) y
que quizés estas cepas necesitaban mds tiempo
para iniciar su actividad o que habria sido atil
adicionar lactosa y Tween 80 al medio, ya que
segin Crawford y McCoy (1972) y Ramirez y
Coha (2003), la lactosa conjuntamente con la
CMC permite una adecuada expresién de las
enzimas, coayudada por el Tween 80, un surfac-

tante no iénico que estimula la liberacién de las
celulasas al medio extracelular.

CONCLUSIONES

* El compost 2 fue mejor para el aislamiento de
microorganismos degradadores de xilano y ce-
lulosa que el compost 1.

e Se encontraron 46 microorganismos con po-
tencial para degradar xilano siendo promiso-
rios el hongo Aspergillus sp. 1 del compost 1y
el hongo Penicillium sp. y el actinomiceto Strep-
tomyces sp. 2 del compost 2.

e El compost 2 presenté microorganismos pro-
misorios para la degradacién de celulosa como
el hongo Aspergillus sp. 2 y el actinomiceto
Streptomyces sp. 3.

* El método cualitativo utilizado para evalua-
cién de actividad enzimatica en xilano no re-
fleja una relacién directa con el método cuan-
titativo para los aislamientos seleccionados.

Para la seleccién de microorganismos que de-
graden sustratos complejos, es necesario mejo-
rar los métodos de evaluacién cualitativa para
que sea més eficiente y confiable el proceso de
seleccion de aislamientos.
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