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RESUMEN

Se aislaron microorganismos con actividad enzimatica uti-
lizando muestras de suelo provenientes de los humedales
Torca, Guaymaral, Cérdoba y La Conejera, ubicados en
el norte de Bogota. Usando la técnica de produccion de
halos de hidrélisis en agar almidén, carboximetilcelulosa
y crecimiento en agar extracto aserrin, se seleccionaron 51
cepas: 18 microorganismos amiloliticos, 11 celuloliticos y
22 lignoliticos.

La microscopia microbiana mostré que el 50,98% de las
cepas seleccionadas son bacilos Gram positivos, el 33,33%
bacilos Gram negativos y el 15,69% hongos.

Los medios de cultivo y las técnicas de evaluacion de ac-
tividad enzimética permitieron el aislamiento de microor-
ganismos en cada uno de los humedales, siendo las cepas
obtenidas de La Conejera las de mayor potencial enzimatico.

Con los microorganismos aislados productores de celula-
sas, lignocelulasas y amilasas se realizara la produccion de
enzimas que seran utilizadas en la degradacién de mate-
riales vegetales para la obtencién de etanol, extractos ve-
getales y otros productos de interés dentro de los proyectos
de formacion del Centro de Gestion Industrial.

Palabras clave: microorganismos amiloliticos, microorga-
nismos celuloliticos, microorganismos lignoliticos, activi-
dad enzimética, humedal.

ABSTRACT

Using samples from the Torca, Guaymaral, Cérdoba and
Conejera marshlands located in the north of Bogota city,
microorganisms with enzymatic activity were isolated.
Using the halo hydrolysis in starch agar production,
carboxymethylcellulose and sawdust extract agar growth,
51 strains were selected, 18 of which are amylolytic, 11
cellulolytic and 22 lignolytic.
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The microbian microscopy showed that 50.98% of the
selected strains are Gram positive bacilli, 33.33% Gram
negative and 15.69% fungi.

The culture medium and the enzymatic activity evaluation
technique allowed the microorganism isolation in every
marshland, in which the strains collected from La Conejera
marshland being the ones with higher enzymatic value.

The culture medium and the enzymatic activity evaluation
technique allowed for the isolation of the microorganisms
in each of the marshlands, with the strains obtained from
La Conejera being the ones with the most enzymatic
potential. With the cellulase, lignocellulose and amylases
producing microorganisms isolated, the production of
enzymes that are going to be used in the degradation of
vegetable materials in order to obtain methanol, vegetables
extracts and other products will begin. These products
are of major interest for the educational projects in the
Industrial Management Center.

Keywords: Amylolytic  Microorganisms, Cellulolytic
Microorganisms Ligninolytic Microorganisms, Enzyme
Activity, Marshlands.
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INTRODUCCION

Los microorganismos con carac-
terfsticas enzimaticas brindan una
opcion en la obtencién de metabo-
litos que puedan ser usados a nivel
industrial, aprovechando procesos
de biodegradacion de los polisa-
caridos como el almidén, celulosa
y lignina, que se encuentran de ma-
nera abundante en la naturaleza,
especificamente en el material ve-
getal (Davila & Vazquez-Duhalt,
Enzimas lignoceluloliticas fangicas
para fines ambientales, 2006).

El programa de formacion de
Quimica Aplicada a la Industria en
el CGl desarrolla proyectos que usan
solventes y &cidos para la extraccion
e hidrélisis de material vegetal.
Este trabajo presenta metodologias
y resultados del aislamiento y
seleccion de  microorganismos
productores de enzimas lignoliticas,
amilasas y celulasas que permitiran
la sustitucion de reactivos quimicos
por  compuestos de  origen
microbiano, generando alternativas
de tecnologias limpias.

1. Marco conceptual

El almid6n se encuentra en casi to-
das las plantas, estd compuesto por
amilosa, constituida por 1.000 a
5.000 moléculas de glucosa y amilo-
pectina, formada por 6.000 a 20.000
unidades de glucosa (Allinge, Cava
& De Jongh, 1976). Los microorga-
nismos amiloliticos utilizan enzimas
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reductoras para producir azlcares
simples. Dentro de estos se identi-
fican bacterias como Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., y Streptomyces
sp. (Sanchez y otros, 2005).

La celulosa es un polimero de ori-
gen vegetal constituido por 15.000
moléculas de D-glucosa. Forma
una estructura rigida de cadenas
paralelas unidas por puentes de
hidrégeno (Cuamatzi, 2004). Los
microorganismos celuloliticos son
mesofilicos, termofilicos, aerobios
y anaerobios de los géneros Baci-
llus sp., Clostridium sp., Streptomy-
ces y hongos como Sclerotium sp.,
Aspergillus sp., Achlya sp., Rhi-
zopus sp. y Penicillum sp. (Gaitan
& Pérez, 2007).

La lignina conforma la pared celu-
lar de las plantas, es un polimero
constituido por celulosa y hemice-
[ulosa (Ortiz, 2009). Los microor-
ganismos lignoliticos catabolizan
la celulosa y la hemicelulosa. La
mayoria de estos son hongos de la
pudricion blanca y algunas bac-
terias (Davila & Vazquez-Duhalt,
Enzimas lignoceluloliticas fingicas
para fines ambientales, 2006).

2. Materiales y métodos

Se seleccionaron cuatro humedales
de la zona norte de Bogota: Torca,
Guaymaral, Cérdobay La Conejera.
Se tomaron muestras compuestas
de suelo de 100 g y se sembraron
en superficie de agar almidon
1% (p/v), carboximetilcelulosa 1%
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(p/v) y agar extracto de aserrin. Se
incubaron a 30 °C durante 5 dias.

Para revelar halos de hidrdlisis de
los microorganismos celuloliticos,
se uso la técnica de rojo congo al
1% (p/v) segin Teather & Wood
(1983) y los amiloliticos por adicion
de lugol (Pedroza, Matiz, Quevedo
& Aguirre, 2007). Se realiz6 la me-
dicion del halo seleccionando las
cepas (>5 mm); para los lignoliticos
se contaron todas las colonias cre-
cidas en el agar extracto de aserrin.

Finalmente, se caracterizaron ma-
croscopica y microscopicamente
las colonias y se criopreservaron a
-86 °C.

3. Resultados

Los resultados de la medicion de la
actividad enzimética se presentan
en la Figura 1, donde se indican los
limites inferiores (LI) y limites supe-
riores (LS) del tamano de los halos
de hidrolisis.

Figura 1. Limites superiores e inferiores de los diametros de los halos de las cepas

seleccionadas
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Fuente: autores.

En la Tabla 1 se indica el nimero
de muestras tomadas y cepas selec-

cionadas por cada uno de los mi-
croorganismos evaluados.

Tabla 1. Ntmero de cepas amiloliticas, celuloliticas y lignoceluloliticas seleccionadas

N° de Cepas Cepas Cepas
celuloliticas | lignoceluloliticas Total
8 4 6 18

Torca 4

Guaymaral 3 3
Cordoba 5 4
La Conejera 5 4
Total 17 19

Fuente: autores.

1 1 5
0 7 11
6 8 18
11 22 52



De la identificacion microscépica
de las cepas seleccionadas se ob-
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tuvieron los resultados presentados
en la Figura 2.

Identificacién microscopica de las cepas seleccionadas de acuerdo con su

actividad enzimatica

20
16

NUMERO DE CEPAS
)
[es]

Bacilos Gram
Negativos

Bacilos Gram
Positivos

Fuente: autores.

4. Analisis de resultados

En los cuatro humedales se logro
el aislamiento de microorganismos
con actividad enzimdtica. Se
seleccionaron 51 cepas, 18 se
aislarondelas muestras provenientes
del humedal de Torca y 18 de La
Conejera. Estos dos humedales
aportaron la mayor cantidad de
cepas de interés (ver Tabla 1).

Las cepas obtenidas del humedal de
La Conejera presentaron halos de
hidrélisis de almidon y celulosa mas
grandes que las encontradas en los
otros humedales. Los microorganis-
mos seleccionados fueron bacilos
Gram positivos (27 cepas), seguidos
de los bacilos Gram negativos (17)
y de hongos (7). Asimismo, 16 de
las 18 cepas amiloliticas son bacilos
Gram positivos que pueden perte-

7 " Amiloliticos
¥ Celuloliticos

Lignoceluloliticos

Hongos

necer a Bacillus sp., Bacillus liche-
niformis y Bacillus subtilis (Vihinen
& P., 1989).

Aislamientos previos realizados
por Suescin et al. (s. f.) muestran
que en el humedal La Conejera se
han encontrado cepas del géne-
ro Bacillus sp., dentro del cual se
reportaron varias especies, como
Bacillus polimyxa, B. mycoides, B.
circulans, indicando que los mi-
croorganismos aislados en el pre-
sente estudio podrian pertenecer a
estos microorganismos.

Las dos cepas amiloliticas Gram
negativas seleccionadas pueden
corresponder a Acinetobacter sp. y
a Aeromonas hydrophila (Montor,
2013). Mora y Valencia en el
2009 lograron aislar Aeromonas
sp. con potencial enzimatico a
partir de muestras de sedimentos
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del humedal Jaboque, ubicado en
la localidad de Engativa, lo que
permite evidenciar la presencia
de este microorganismo en los
humedales de la ciudad de Bogota.

Dentro de los celuloliticos seleccio-
nados se encuentran bacilos Gram
negativos y Gram positivos que po-
drian pertenecer a Cytophaga sp.,
Corynebacterium sp., Vibrio sp.,
Pseudomonas sp., Actinomycetes,
Bacillus sp., Cellulomonas sp., Mi-
crobispora sp., Thermomonospora
sp., los cuales han sido reportados
con actividad celulolitica (Lynd,
Weimer, Zyl & Preterius, 2002).
Rueda y colaboradores (2009) ais-
laron diez cepas de actinomicetos
en dos zonas del humedal La Co-
nejera. Asimismo, se han logrado
aislamientos de cepas de Pseu-
domonas sp. en este humedal por
Suesctn et al. (s. f.); Mora y Valen-
cia (2009) recuperaron esta especie
microbiana del humedal Jaboque,
demostrando que este grupo bac-
teriano celulolitico estd presente
como parte de la carga microbiana
nativa del suelo de los humedales.

Las cepas lignoliticas elegidas mues-
tran la presencia de ocho hongos
miceliales que pueden clasificarse
como Phanaerochaete crysospo-
rium Poliporus sp., Poria sp., Fomes
sp., Agaricus sp., Pleurotus sp., Co-
llybia sp., Schizophyllum sp. 'y Fu-
sarium sp. (Atlas & Barton, 2005).
Las bacterias lignoliticas pueden ser
identificadas como Arthrobacter sp.,
Flavobacterium sp., Micrococcus sp.

y Pseudomonas sp. (Atlas & Barton,
2005). Suescun et al. (s. f.) reporta-
ron la presencia de Flavobacterium
sp. en suelos provenientes del hu-
medal La Conejera, indicando la
posibilidad de que alguna de las ce-
pas bacterianas lignoliticas aisladas
pertenece a este género.

Es necesario realizar una nueva
seleccion de cepas a partir de las
51 obtenidas; se recomienda hacer
siembra por puncién asegurando
datos mas significativos referentes
a la eleccién de microorganismos.
Paralelamente, se deben utilizar
pruebas cuantitativas para deter-
minar la actividad enzimatica,
como la técnica de Somogyi Nel-
son (Rodriguez, 2000), el método
del &cido 3,5-dinitrosalicilico DNS
(Miller, 1959), y ensayos de termo-
rresistencia, antagonismo e identi-
ficaciéon microbiana.

Este estudio preliminar permite
la obtenciéon y seleccion de
microorganismos a partir de los
cuales se puedan producir enzimas
para la degradacion de residuos
que contengan lignina, celulosa o
almidon. Esto con el fin de permitir el
uso de residuos organicos y biomasa
vegetal como materia prima para
la obtencion biotecnolégica de
productos como etanol y extractos
vegetales de interés farmacéutico
y cosmético, remplazos de los
reactivos quimicos utilizados en
procesos de extraccion e hidrélisis
por una tecnologia mas amigable
con el medio ambiente.
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