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UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

DESARROLLO DE UN MEDIO DE CULTIVO DE ORIGEN NATURAL
PARA EL CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS CON CAPACIDAD
LIGNINOLITICA.

RESUMEN

La lignina es el biopolimero mas abundante en el planeta después de la
celulosa, representa un componente de gran importancia en las paredes
celulares de los organismos del reino Plantae, debido a que este es el
responsable de aportar proteccién, rigidez y soporte a la planta. Sin
embargo, es uno de los causantes de problemas ambientales producidos por
la industria papelera, debido a que se utilizan solventes quimicos para
eliminar la lignina y dejar solamente la celulosa. El objetivo de este trabajo
de investigacion fue desarrollar un medio de cultivo que contenga como
fuente principal de carbono la lignina, con el fin de ver el crecimiento y
desarrollo de microorganismos con la actividad enzimatica para degradar el
polimero agregado, conocidos como ligninoliticos. La metodologia incluyé la
extraccién de lignina de 3 variedades vegetales maderables, sajo, pino y
granadillo; comparacion del crecimiento de los microorganismos frente a las
ligninas, verificacion de las caracteristicas microscopicas de 5
microorganismos, 2 bacterias y 3 hongos que son reconocidos como

potencialmente ligninoliticos y que fueron inoculados en los medios con el fin
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de determinar la viabilidad y funcionalidad del sustrato preparado. Las cepas
provenian del cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca y
estan caracterizadas fenotipica y genotipicamente. Se evidencié que los 5
microorganismos demostraron capacidad ligninolitica en los medios de
cultivo, pero, Bacillus subtilis, no crecié en el agar con lignina de sajo. Se
espera a futuro, poder escalar estos medios por fermentacion en estado
sélido, para ser aplicado en biorremediacion.

Palabras clave: sajo, granadillo, pino, lignina, medio de cultivo, Serratia
marcescens, Bacillus subtilis, Penicilium commune, Paecilomyces formosus,

Pleurotus fossulatus

Estudiante: Wilson Alejandro Puerto Zea
Profesor: Ligia Consuelo Sanchez Leal MSC.
Institucién: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Fecha: agosto 31 de 2018
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INTRODUCCION

La lignina, después de la celulosa, es el segundo biopolimero de mayor
abundancia en la tierra que compone la pared celular de todas las células
vegetales, junto con otros compuestos como la celulosa y hemi-celulosal. A
este biopolimero, el cual es generado a partir de varios fenil-propanoides?,
se le ha encontrado en la actualidad varias utilidades a nivel industrial, como
por ejemplo, la industria papelera, para produccion de pesticidas,

emulsificantes y secuestradores de metales pesados, entre otras®.

Los microorganismos requieren ciertas concentraciones minimas de carbono
y otros elementos tales como nitrégeno, oxigeno, fosforo, etc. en su entorno
de crecimiento para utilizarlo como principal fuente de energia, con el fin de
poder realizar todas sus funciones vitales, algunos utilizan carbohidratos,
almiddn, otros requieren de algunas proteinas, componentes de las paredes
celulares como la celulosa y hemicelulosa, entre otras sustancias

organicas*®.

En el campo microbioldgico, la lignina representa un biopolimero muy grande
el cual no puede ser degradado con facilidad?3; existen varios
microorganismos tanto de origen bacteriano como de origen fungico, a los
cuales se les ha identificado la capacidad de crecer y sobrevivir utilizando
como fuente de carbono y energia principal, este biopolimero*® haciendo
uso de enzimas como la lacasa, lignino peroxidasa y manganeso peroxidasa
gue tienen la capacidad de degradar la lignina. Sin embargo, en la actualidad
no existe un medio de cultivo el cual tenga un proceso de produccion
estandarizada, desde la obtencion del biopolimero vegetal hasta el resultado
final que seria el sustrato de cultivo, que permita el crecimiento de un

microorganismo capaz de utilizar la lignina como sustrato de crecimiento®.

El desarrollo de medios de cultivo para el andlisis e identificacién de los
requerimientos metabdlicos y nutricionales de los microorganismos, resulta
un gran campo de investigacion en el laboratorio, porque facilita clasificar e
identificar el microorganismo sembrado por las reacciones bioquimicas que

producen segun las enzimas que tenga®. En los medios, estas
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modificaciones en las que se pueden agregar o eliminar componentes tales
como nutrientes, aminoacidos, antibioticos, inhibidores de crecimiento,
factores de crecimiento, vitaminas, entre otras, permiten establecer
“selectividad”’8°. Se han desarrollado varios medios de cultivo, como por
ejemplo el Medio Minimo de Sales (MSM) que aporta cantidades minimas de
nutrientes a los microorganismos, sometiéndolos a estrés y son
modificados®, de tal manera, que al agregar lignina ya extraida de materiales
vegetales o maderables genere un sustrato de cultivo en el cual solamente
crecerdn microorganismos capaces de utilizar este polimero como fuente de
energia, que los obliga a tomar la via metabdlica adecuada para el uso del

biopolimero©t,

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un medio de cultivo a partir de
componentes naturales ricos en lignina, utilizando aserrin de tres variedades
vegetales maderables, con el fin de tener un sustrato con un contenido
significativo de lignina, que permita a los microorganismos tanto de origen
bacteriano como también fungico, la utilizacion de enzimas degradadoras,
para determinar su capacidad ligninolitica para ser utlizado a futuro en

Biorremediacion.

La lignina puede ser obtenida de forma comercial, la cual es distribuida por
diferentes laboratorios, esta lignina ha pasado por procesos previamente de
extraccién y purificacion, lo cual hace que su costo sea bastante elevado, en
el presente trabajo se ejecutd un proceso de extraccion que, pese a que no
purifica el residuo extraido final, es bastante economico y no es
indispensable el uso de equipos sofisticados.
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OBJETIVOS

GENERAL

Desarrollar un medio de cultivo a partir de componentes naturales ricos en
lignina, utilizando aserrin de tres variedades vegetales maderables, con el fin
de tener un sustrato con un contenido significativo de lignina, que permita a
los microorganismos tanto de origen bacteriano como también fangico, la

utilizacion de enzimas degradadoras.

ESPECIFICOS

e Obtener lignina a partir de aserrin de tres variedades vegetales

maderables para la elaboracién del medio de cultivo

e Comprobar la actividad enzimatica ligninolitica de algunos
microorganismos bacterianos y fangicos reportados con capacidad

ligninolitica.

e Establecer un protocolo de la preparacion del medio de cultivo a partir
de las tres variedades vegetales seleccionadas.
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1. ANTECEDENTES

A continuacion, se presentan algunas investigaciones que describen medios
de cultivo desarrollados hasta la actualidad, los cuales proponen un sustrato
para el crecimiento de microorganismos con potencial ligninolitico. Ademas,
también se presentaran los antecedentes relacionados con sustratos que
hayan sido creados a partir de modificaciones a medios de cultivos ya

existentes, tales como el Medio Minimo de Sales (MSM).

Uno de los primeros medios de cultivo que se hizo para propiciar un buen
crecimiento de biomasa microbiana capaz de degradar la lignina, fue el
realizado en 1996 gracias a un estudio realizado por Thorn et al, en el que,
se tomaron 64 muestras de suelo las cuales fueron cultivadas en placas de
agar solido compuesto de varias sales esenciales como: Fosfato de potasio
monobasico (KH2POa), sulfato de magnesio (MgSOas), nitrato de amonio
(NH4NO3), cloruro de potasio (KCl), sulfato de hierro (FeSOa4), nitrato de
calcio (Ca(NOs)2) y suplementado con lignina alcalina. Este medio
presentaba una selectividad la cual permitia Unicamente el crecimiento de
microorganismos que fueran capaces de obtener energia a partir de este
biopolimero tan grande, ademas agregaron también benomilo, un fungicida
capaz de inhibir el crecimiento micotico en especial de los Ascomycetos. Los
microorganismos que lograron ser aislados pertenecian al grupo de
Basidiomicetes, especies tales como Clitopilus sp., Coprinus sp., Irpex sp.,

Ceratobasidium sp., Armillaria sp., entre otros?.

Estudios previos realizados por Arora D. y Sandhu D. en 1985, en los que se
concluyé la accion reveladora del guayacol como reactivo capaz de
demostrar la producciéon de peroxidasas de tipo ligninasas y lacasas?'®
permitieron la identificacion de microorganismos ligninoliticos en especial
Polyporus versicolor, o0 mejor conocido como el hongo de la pudricion de la
madera, de 150 muestras de tres (3) lugares con condiciones climatologicas
diferentes. Thorn et al, realizo el mismo procedimiento y agrego a su Agar
lignina-benomilo el reactivo guayacol como indicador de la produccion de

enzimas degradadoras de lignina'?.
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En el 2007, Abhay Raj et al realizdé el aislamiento de ocho (8) cepas
bacterianas capaces de crecer en Medio Minimo de Sales (MSM) el cual
contenia lignina de Kraft, esta lignina es la resultante del proceso de
obtencién de pulpa de celulosa por el método propuesto por las industrias
papeleras?, la cepa sobre la cual se realizé el estudio fue la ITRC-S8 debido
a que esta produjo en mayor cantidad y velocidad, enzimas capaces de
degradar y utilizar el biopolimero presente en el MSM como fuente de
carbono, seguido de una coloracién para identificar la afinidad de la bacteria
al cristal violeta o a la fucsina, se demostré que este microorganismos eran
Gram positivos, en forma de bastén o bacilo, no-mdvil. Posteriormente,
gracias a una secuenciacion de este microorganismo utilizando el rRNA se
obtuvo un 95% de compatibilidad con el género Bacillus sp., y se demostro
también la degradacién del colorante presente en el medio sélido. Se
confirmd la capacidad ligninolitica del Bacillus sp. mediante cromatografia de
gases acoplada a un espectrometro de masas, con el que se identificaron
compuestos aromaticos de bajo peso molecular asociados a la lignina
(LMWACs de sus siglas en ingles Lignin-related Low Molecular Weight
Aromatic Compounds) tales como: acido t-cinamico, 3,4,5-trimetoxil

benzaldehido y acido ferulico4.

En el trabajo de grado presentado por Arias E. y Pifieros P en 2008, se hizo
uso del agar Czapeck, medio utilizado para la recuperacion de hongos
filamentosos, apropiado para la caracterizacion de su capacidad
lignocelulosica, este sustrato de cultivo esta compuesto de varias sales
esenciales como nitrato de sodio (NaNOs) 3.0 g/L, fosfato dipotasico
(K2HPO4) 1g/L, sulfato de magnesio (MgSO4) 0.5 g/L, cloruro de potasio
(KCI) 0.5 g/L y sulfato ferroso (FeSOa4) 0.01 g/L, se diferencia del agar lignina
alcalina debido a que este agrega sacarosa o glucosa como fuente de
energia, junto con 1% de lignina alcalina. Este sustrato de cultivo fue
utilizado para el aislamiento de hongos filamentosos de muestras tomadas
de suelos del paramo de Guasca y Cruz Verde, en donde lograron aislar

hongos de géneros como: Aspergillus sp., Alternaria sp., Byssochlamys sp.,
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Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Emericella sp., Mucor sp.,

Phanerochaete sp., entre otros?®.

Laura J. y Castellanos P. en 2009 realizaron un estudio para identificar
hongos filamentosos con capacidad ligninolitica. Obtuvieron muestras de
paja silvestre (Calamagrostis nitidula) en condicion erguida y descompuesta,
recolectadas de la regién de Ticlio a 4800 M.S.N.M. (Metros Sobre el Nivel
del Mar), provincia de Huarochiri, Lima, Perd. Cuando las muestras llegaron
al laboratorio estas fueron cortadas en trozos pequefios y sembradas en
medio liquido de sales Czapeck suplementado con lignina alcalina 0,2%
como unica fuente de carbono, mantenidos en oscuridad y bajo una
temperatura de 25°C, con una humedad relativa del 65% fueron incubados
durante 30 dias. Pasado el tiempo de incubacion, se tomaron muestras de
cada frasco con medio liquido y se pasaron a cajas de Petri con Agar
Czapeck 0,2% lignina, las colonias que crecieron en este medio fueron re-
sembradas en agar papa dextrosa (PDA) para poder realizar un analisis
macroscopico a las colonias en el que se identificaban cualidades como
textura, color, etc. y un analisis microscépico para identificar estructuras
vegetativas y reproductivas, que pudieran dar pista del microorganismo que
fue aislado. Para la prueba de degradacion de lignina, se utiliz6 un
espectrofotometro estableciéndose una curva de calibracion a 560 nm. Los
microorganismos que lograron aislar gracias a este método fueron de los
géneros Alternaria, Ulocladium, Trichoderma, Cephalosporium,

Helicomyces, Mucor y Aspergillus sp'4.

Saenz M. en su tesis presentada en 2009, propone un sustrato de origen
natural diferente a la lignina alcalina o a la lignina de Kraft, las cuales se
obtienen a partir de procesos de extraccion con solventes y productos
quimicos, para analizar la capacidad de produccion de peroxidasas por parte
de los microorganismos. Se prepard una solucion la cual contenia sales
esenciales (MSM), guayacol y tamo de arroz como sustrato rico en
compuestos ligninocelulosicos, por triplicado; se sembraron muestras de

control positivo Pleutotus ostreatus, hongo ya reconocido con capacidad de

19



metabolizar este biopolimero, después de un tiempo de incubacion de 8
dias, se llevaron a agitacion y posteriormente a centrifugacion para obtener
un sobrenadante, este seria utilizado en un inmuno-ensayo tipo ELISA para
determinar la presencia de peroxidasas. También plantea un método para la
identificacion de ligninasas, similar al procedimiento utilizado para la
determinacion de peroxidasas, se prepara la solucion, esta vez sin agregar
guayacol, luego con el mismo procedimiento de agitacion y centrifugacion se
obtendra un sobrenadante el cual se hara reaccionar con un reactivo para

determinar, por mecanismos colorimétricos la presencia de ligninasas®®.

Un estudio realizado por Ortiz M. y Uribe D. en 2010 para la determinacion
de microorganismos con actividad lignocelulosica, aislados de muestras de
la sabana de pastoreo y bosque secundario de sabana inundable tropical en
la vereda La Balsa (Puerto Lopez), departamento del Meta, Colombia, estos
microorganismos fueron aislados e identificados con el fin de utilizarlos como
factor de biorremediacion de suelos en donde haya presencia de desechos
de cosecha, debido a su arsenal enzimético capaz de degradar la mayoria
de compuestos lignocelulosicos presentes en tales desechos estos
microorganismos poseen un potencial biorremediador®>13, La investigacion
obtuvo un total de una sola cepa de Verticillum sp. con capacidad
ligninolitica, frente a 75 cepas de hongos y bacterias con actividad celulolitica
en especial géneros como Penicillium sp. y Trichoderma sp. Estos
aislamientos fueron realizados utilizando como sustrato de cultivo agar CMC
y agar lignina, finalmente tanto la actividad celulolitica, como la ligninnolitica,

fue confirmada a partir de espectrofotometrial’.

En el 2011, Gao H. et al aislaron un Ascomycete capaz de utilizar la lignina
como fuente principal de energia. Obtuvieron muestras de madera
descompuesta del arbol Salix matsudana en el Monte Tai, China, fueron
sembradas en agar PDA para la identificacion de la capacidad ligninolitica de
los microorganismos que crecieran en este sustrato, se adicionaron
indicadores al sustrato de cultivo tales como azul remazol brillante, guayacol

y acido taninico para observar la produccion de peroxidasas gracias a la
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decoloracion del reactivo; la morfologia y esporulacion fue analizada gracias
a la microscopia, mientras que el reconocimiento de colonias fue gracias a
un estudio macroscopico. Ademas, se realizaron estudios genéticos para la
identificacion del ascomiceto aislado. También se realizaron cultivos en
medios liquidos para obtener otro tipo de crecimiento microbiano aparte del
que se puede obtener en medios sélidos, se utiliz6 Medio Basico V para
observar la produccion de lacasa, se realizaron cuatro (4) tipos de
modificaciones a este medio para observar con cual se obtenia una mayor
produccion enzimatica. La actividad de la lacasa al igual que la manganeso
peroxidasa fue medida utilizando espectrofotometria utilizando guayacol
como sustrato. La actividad de la enzima lignino peroxidasa fue medida
utilizando espectrometria de UV. Para la caracterizacion del potencial
ligninolitico del Ascomycete aislado, este fue re-suspendido en un medio
minimo de sales, a ducho medio se le habia agregado lignina previamente,
ademas de otros nutrientes y guayacol como indicador de la produccion

enzimatica. La cepa aislada y tipificada es reconocida como GHJ-48,

En ese mismo afio al igual que Gao H. et al®, Tha Swe K. presenta en su
tesis para optar por el titulo de Magister en ciencias, un estudio que plantea
posibles condiciones que pueden favorecer la produccién de enzimas
capaces de romper la lignina para poder utilizarla como fuente de carbén y
energia. Los medios de cultivo que utlizaron en el estudio fueron
suplementados con extracto de madera de abedul y salvado de trigo, esto
con el fin de aumentar la produccién de enzimas ligninoliticas, aislaron siete
cepas de hongos filamentosos que fueron capaces de crecer en el medio de
cultivo que contenia abedul, ademas de poder degradar el colorante
presente en el medio (azul remazol brillante, verde de metileno y guayacol),
indicando la efectiva produccién de enzimas por parte de los agentes
fungicos. De estas cepas se seleccionaron Penicillium pinophilum vy
Trametes hirsuta para analizar su capacidad ligninolitica. Ambos
microorganismos fueron cultivados en medios liquidos que contenian abedul
y peptona, demostraron una mayor produccion enzimatica frente a los

hongos que crecieron en medio liquido sin peptona. T. hirsuta demostro la
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capacidad de producir lacasas en el medio solido de cultivo enriquecido con
salvado de trigo, aunque no logro detectarse la produccién de manganeso

peroxidasas por parte de este microorganismo?®.

De igual modo que Thorn et al.*?en 1996, Paillié M. en el 2012 hace uso del
agar lignina alcalina, agar carboximetilcelulosa (CMC) y agar almidén para
realizar un proceso de aislamiento de microorganismos con potencial
enzimatico de degradar compuestos ricos en lignina, celulosa y amilasa
respectivamente, obteniendo muestras de suelo rizosferico de trébol blanco
Trifolium repens. Lograron aislar 23 cepas de actinobacterias en especial del

genero Streptomyces spt?.

Abdul Rahman N. et a. realiz6 una investigacion en 2013 en la cual logro
aislar tres bacterias aerobias a partir de muestras tomadas de suelos en los
que hay plantaciones de palma de cera en Seri Ulu Langat Palm Oil Mill,
Selengor, Malasya, estas bacterias fueron seleccionadas debido a su
capacidad de crecer en un Medio Minimo de Sales (MSM) suplementado con
lignina de Kraft, las tres bacterias eran capaces de producir las tres enzimas
ligninoliticas mas relevantes: lacasa, lignino peroxidasa y manganeso
peroxidasa, sugiere que estas bacterias pueden ser utilizadas en procesos
de biorremediacion de suelos en los que existan plantaciones de palma de
cera. Estas muestras reconocidas en el estudio como SHC1, SHC2 y SHC3,
fueron posteriormente identificadas como: Bacillus sp., Ochrobactrum sp. y
Leucobacter sp. Propone también usar un pH de 7,5-8.0 junto con una
temperatura que oscile entre 28-30°C para obtener un pico maximo de

produccion enzimatica por parte de las tres bacterias aisladas?®.

Se lograron aislar microorganismos en un estudio realizado por Buitrago S.
et al. en el 2014, tanto de origen bacteriano como de origen fungico, estos
fueron recuperados a partir de muestras de los humedales Torca,
Guaymaral, Cérdoba y La Conejera, todos ubicados en el norte de Bogota
D.C. Una vez seleccionados los cuatro (4) humedales de donde se
obtendrian las muestras de suelo, se procedio a la toma de muestra del

suelo de este, en una cantidad de 100g los cuales fueron sembrados sobre
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agar almidén 1%, agar CMC y agar extracto de aserrin, los cuales fueron
incubados durante cinco (5) dias a 30°C; para revelar el halo de hidrolisis de
la celulosa se utilizé la técnica de Rojo Congo y para los amiloliticos se
utilizé lugol como revelador. Finalmente por macro y microscopia se realizé
la identificacion del microorganismo. En los cuatro (4) humedales se logroé el
aislamiento de microorganismos con capacidad enzimatica, 27 cepas de
bacilos Gram positivos, 17 de bacilos Gram negativos y siete (7) de hongos.
Las bacterias ligninoliticas fueron identificadas como Arthrobacter sp.,

Flavobacterium sp., Micrococcus sp. y Pseudomonas sp*.

En el afio 2014 Sasikumar V. et al, hicieron una investigaciéon en la cual
aislaron microorganismos capaces de crecer en un MSM suplementado con
1% de lignina alcalina. Primero se prepard la lignina alcalina (sustrato
principal que se busca sea degradado), seguido a esto se obtuvieron
muestras de estiércol de vaca, suelo de compostaje y pulpa de celulosa,
utilizando el MSM como base principal del medio de cultivo desarrollado se
agrego 1% de lignina alcalina, la capacidad ligninolitica del microorganismo
que creciera de las muestras seria medida utilizando azul de metileno. En
total se aislaron 9 cepas de microorganismos con capacidades ligninoliticas,
entre ellos bacterias del genero Pseudomonas sp y hongos del genero

Phanerochaete sp’.

Jadhav P. et al, en 2016 propuso un disefio para observar el potencial
blanqueador y biodegradador de dos bacterias frente a colorantes y lignina
respectivamente, en su proceso logro aislar dos microorganismos de gran
relevancia debido a su capacidad de degradar los colorantes y la lignina
presentes en un medio de cultivo, los sustratos utilizados para el aislamiento
de estas bacterias fueron el Medio Minimo de Sales (MSM) suplementado
con lignina y agar lignina. Estas bacterias fueron identificadas como
Corynebactrium jeikeium y Sphingomonas paucimobilis, su capacidad
ligninolitica fue analizada cuantitativamente por medio de espectrofotometria
y cualitativamente por observaciéon del crecimiento de biomasa en el sustrato

de cultivo suplementado con lignina, su potencial blanqueador fue analizado
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mediante la marcacion con cromoforos de varios colorantes, previo a un
cultivo realizado con estos colorantes, la lignino peroxidasa producida por las
bacterias ligninoliticas fueron capaces de destruir los cromoforos y degradar

los colorantes?0.

Es gracias a estos estudios realizados previamente que se posee una pauta
la cual seguir, para el correcto desarrollo de un medio de cultivo a partir de
componentes de origen natural que permita el crecimiento de
microorganismos que posean la capacidad de producir enzimas con

potencial ligninolitico.
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2. MARCO TEORICO

2.1 LIGNINA' Y PARED CELULAR

La lignina es, después de la celulosa, el segundo biopolimero mas
abundante en el planeta tierra ya que conforma aproximadamente el 32% del
total de la pared celular vegetal. Este es generado a partir de la oxidacién de
varios fenilpropanoides y compuestos hidroxicinamicos; dicho biopolimero
se encuentra en la pared celular de especies herbaceas maderables y no
maderables, es el responsable de aportar a la planta rigidez y soporte junto
con los demas componentes presentes en la pared31621.22. Debido a su
capacidad de generar enlaces, aleatoriamente, durante su sintesis y a su
gran tamafio, se posiciona como uno de los biopolimeros de origen natural
mas dificiles de degradar?. Los principales compuestos hidroxicinaminicos
de los cuales se parte para sintetizar la lignina son: Alcohol paracoumaryl,
alcohol coniferilico y alcohol sinapilico, las ligninas generadas a partir de
estos compuestos pueden ser denominadas ligninas hidroxifenilicas,
guaiacilicas o siringilicas. Plantas como las traqueofitas, es decir, plantas
vascularizadas, son las que sintetizan esos tipos de ligninas, mientras que

especies herbaceas briofitas no producen ningun tipo de lignina?2%22,

OH H H
./" L
OCH, Hy GO OCH,
OH OH OH
P *;;?;’3?2{3'1 conifer W alcohol sinapy alcohol

Figura 1. Estructura quimica de los principales componentes de la lignina.
Tomado de: Lépez S. Fabricacion de pasta de celulosa. Aspectos técnicos y
contaminacion ambiental. Revista Ciencia y Tecnologia. Universidad de
Palermo 2007.
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Junto con la celulosa, es un biopolimero que tiene gran repercusion a nivel
mundial debido a que su presencia afecta la obtencion de la pasta de
celulosa, sustancia fundamental que es requerida para la produccién de
papel, las aplicaciones industriales de la lignina se ven en campos como la

produccion de energia, bio-combustibles y quimicos. 12122,

La pared celular es una estructura presente en todas las células eucariotas
de origen vegetal, a diferencia de las células animales las cuales carecen de
esta y, en su remplazo, poseen una membrana celular. Su principal funcion
es proveer a la célula de proteccion, rigidez y soporte, también es la
responsable de generar los canales de intercambio de agua, minerales y
otras sustancias por medio de las proteinas de transporte que se encuentran
en esta?l. Esta estructura se puede dividir en tres partes las cuales son:

laminilla media, pared principal o pared primaria y la pared secundaria®!:?2,

La laminilla media se encuentra en el espacio intersticial entre las células
vegetales, situada en medio de las paredes celulares, funciona como una
sustancia de adhesion celular debido a sus altos niveles de compuestos
pecticos, los cuales son el resultado de la union de moléculas de acido
galacturonico, acido pectico mas iones metélicos como calcio (Ca) y
magnesio (Mg)?!. Esta es mas facil de observar bajo el microscopio cuando
el tejido vegetal se encuentra inmaduro, ya que cuando la planta u
organismo se encuentra en estado de adultez se vuelve demasiado tenue e

imperceptible bajo el lente 6ptico??22,

La pared principal o pared primaria se localiza debajo de la laminilla media?,
esta presente en células jovenes que estan finalizando su proceso de
division, en lugares que cursen por una etapa de crecimiento del material
vegetal®®, compuesta por fibrillas en desorden de celulosa, es decir la unién
de las moléculas de celulosa por puentes de hidrogeno, lo cual le confiere
una caracteristica flexible a la célula; también por algunos agregados de
hemicelulosa, pectinas y algunas glucoproteinas?®. Cuando la célula vegetal
ha alcanzado su tamafio y volumen maximo se inicia la formacion de la

pared secundaria?l??23, esta posee una concentracion de fibrillas de
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celulosa dispuestas en orden mayor con respecto a la de la pared primaria
ya que es mucho mas rigida, pero carece de sustancias pecticas debido a su

baja o casi nula flexibilidad?3.
2.2 COMPOSICION DE LA PARED CELULAR VEGETAL

La pared celular de las células vegetales se encuentra conformada por una
serie de biopolimeros entre los mas destacados se hallan la celulosa, hemi-
celulosa y la lignina, los cuales estan en concentraciones y proporciones
diferentes en cada especie herbaceal???; también en la composicién de la
pared celular es posible distinguir algunos compuestos fendlicos, pecticos,
proteicos, carbohidratos entre otros'?%22, En la actualidad la celulosa y la
hemi-celulosa tienen uso en el area de los biocombustibles y la industria
papelera, mientras que, la lignina es utilizada para la produccién de plasticos

y también en menor medida como biocombustible?.
2.3 LA MADERA

La madera es el material encontrado como principal contenido del tronco de
una especie vegetal de origen arbéreo?*. Este material estd compuesto por
fiboras de celulosa unidas con lignina, debido a que es un material muy
resistente la humanidad ha optado por utilizarle como materia prima para el

campo de la construccién?*2°, Las partes de un tronco son:
e CORTEZA EXTERIOR:

Es la primera y principal barrera de proteccion del arbol, se mantiene en
constante reparacion y renovacion, impide el paso del agua, protege frente a
las temperaturas altas o frias. Ademas de impedir la invasion de bacterias,

hongos e insectos al interior del tronco?42°.
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e CORTEZA INTERNA O FLOEMA

Conjunto de fibras unidas por lignina que producen un sistema de transporte
de nutrientes en sentido descendiente hacia las raices del arbol, una vez las
células de la corteza internen envejecen y mueren migran hacia el exterior

para hacer parte de la corteza externa?*2°
e CAMIBUM

Es una capa que permanece formada de células inmaduras en constante

transformacion para hacer parte del xilema o floema?42%
e XILEMA

Células dispuestas en fibrillas que funcionan como tejido vascular de
transporte ascendente de savia bruta a las hojas desde las raices del

arbol?4:25,
e ALBURA

Es la madera de mas reciente maduracion, a medida que el tronco va
creciendo, las células de la albura se dirigen al cambium para sufrir un
proceso que las transformara a células pertenecientes al tejido maderable

externo242s,
e CORAZON O DURAMEN

Es la madera méas dura y sustentadora del arbol, se diferencia de la albura
debido a que es mas oscura ya que no posee tejido vascular, es el material

gue se conoce como madera propiamente dicha.

Tabla 1. Composicion de la pared celular

~50% Maderas duras
Celulosa
~45% Maderas blandas
o ~25% Maderas duras
Lignina
~21% Maderas blandas
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_ ~35% Maderas duras
Hemicelulosas

~25% Maderas blandas

Maderas duras
Otros ~2-8

Maderas blandas

Segun su dureza las maderas se pueden clasificar en: maderas duras y

blandas
e MADERAS DURAS:

Procedentes de arboles de lento crecimiento, soportan mas peso debido a
gue son mas densas, proceden de especies arboreas que para su uso
deben tener un periodo de crecimiento y maduracién de meses hasta incluso

décadas?*2>
e MADERAS BLANDAS:

Madera proveniente de arboles del orden Coniferas, poseen una ventaja
sobre y es que el tiempo de crecimiento y maduracién es mucho menor al de
las maderas duras, ademas de ser mucho mas ligeras y mas econdémicas,
aunque su dureza y resistencia es significativamente menor a la de las

maderas duras?*25,
2.3.1 PINO Pinus sp.

Arboles de follaje persistente con abundante ramificacion, su copa se
dispone de forma piramidal, con hojas de forma linear, con borre serrado,
solitarias, se encuentran insertas en la punta de los brotes cortos, duran en
el arbol dos afios 0 mas, la semilla es de tamafio variable segin su especie.
Este género comprende alrededor de 80 especies, se encuentra distribuido
por todo el hemisferio norte, por toda Asia, Europa y América del Norte,

también se encuentra presente en areas tropicales con climas lluviosos?%27-
Algunos aspectos de la madera del pino son?":28,

e pH:de4.0a44
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e Celulosa: 68,1 — 74,7 %
e Lignina: 24 — 28%

e Taninos: 0.07 - 0.12 %
e Cenizas: 3%

e Extraibles totales: 7.6 — 8.2%
2.3.2 GRANADILLO Dalbergia granadillo

Perteneciente a la familia de las leguminosas, estos arboles se encuentran
distribuidos en los tropicos de todo el mundo, Africa, Madagascar, sur de
Asia, Centroamérica y Suramérica, son plantas heliéfilas, es decir, requieren
sol de manera constante para su crecimiento, las flores son pequefas,
miden menos de 2cm de color blanco o amarillo. Actualmente es una
madera altamente pedida debido a su exdtico color, ademas de poseer una
buena dureza y durabilidad, lo que la convierte en un material bastante
costoso, dadas sus propiedades acusticas es utilizada para la fabricacion de

guitarras, xilé6fonos, clarinetes, flautas, entre otros?°.
En su composicién quimica y molecular se encuentra®:

e Celulosa: 49,2 —55,25%
e Lignina: 25.24 - 27-24%
e Cenizas: 0.62 —1.84%

2.3.3 SAJO Campnosperma panamensis

Arbol nativo de Colombia, se localiza en los rios Atrato, Baudo, Leon, San
Juan y Mataje, aunque también esta presente en paises como Brasil, Costa
Rica, Nicaragua, Panamd, Venezuela; esta especie de arbol se desarrolla
con facilidad en los bosques humedos cercanos al nivel del mar. Puede
alcanzar una altura de hasta 28 metros, su corteza externa es de color café

grisaceo, mientras que la interna tiene una tonalidad rosa3.

De los componentes moleculares del sajo resalta una sustancia que es de la

familia de los flavonoides, la cual tiene accion antiparasitaria frente a
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Plasmodium falcuparum, Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi y

Trypanosoma brucei®?.

Las anteriores maderas descritas fueron las variedades vegetales
maderables seleccionadas, para extraer por medio del método de la soda
caustica 4%, la lignina que es necesaria para la preparacion de los medios

de cultivo.
2.4 METODOS PARA LA EXTRACCION DE LIGNINA

La lignina puede ser aislada y extraida del material lignocelulésico por
distintos métodos que incluyen procesos mecanicos 0 quimicos. Estos
métodos segun sus productos residuales se pueden clasificar en dos: 1)
Aquellos procesos en los que se libera la celulosa y hemi-celulosa mediante
solubilizacion, dejando la lignina como residuo insoluble; 2) Métodos en los
gue se implica la disolucion de la lignina, dejando como residuos insolubles
la celulosa y la hemi-celulosa, seguido a esto se procede a recuperar la

lignina a partir de la fase liquida (producto de la disolucion?).

En la actualidad existen diferentes métodos para la obtencién de la lignina
como lo son: Lignina tipo Kraft, tipo soda y tipo sulfito, estos son
principalmente los mas utilizados que corresponden a los desarrollados por
la industria papelera para la obtencion de la pulpa de celulosa, esto

determina el tipo y cantidad de lignina disponible?2.
2.4.1 LIGNINA TIPO KRAFT

El proceso al sulfato o proceso tipo Kraft para la extraccion de lignina, es el
proceso mas utilizado en la actualidad para la obtencion del biopolimero del
material lignocelulésico, alrededor del 90-95 % de pastas quimicas
producidas son por la aplicacion de este método3333435  Consiste en
someter el material vegetal maderable o no maderable previamente astillado,
en una solucién compuesta por hidroxido de sodio y sulfuro de sodio a un pH
entre 12-1434, a una temperatura de 170°C durante 0,5 a 2 horas segun el

protocolo establecido en presencia de 7-10 bar o de 100-145 p.s.i (libra de
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presion por pulgada cuadrada)333°, La principal caracteristica de este tipo de
lignina es su alta pureza3, aunque una de las mayores desventajas de este
proceso es la poca reutilizacion de los reactivos y la recuperacion de estos
en las aguas residuales de estos procesos, generando un gran problema

ambiental334.
2.4.2 LIGNINA TIPO SODA

Es un método desarrollado en 1853 y fue disefiado para extraer
biopolimeros lignocelulosicos de material vegetal no maderable?, las pastas
guimicas obtenidas en este proceso son utilizadas principalmente para
producir papel, este proceso utiliza como reactivo quimico principal una
solucion acuosa de hidroxido de sodio, gracias a que el material no
maderable no posee la misma rigidez que los maderables, este método

requiere de una menor temperatura, alrededor de 160°C336,
2.4.3 LIGNINA TIPO SULFITO

Durante un tiempo este proceso fue el que méas se obtenia pasta quimica
para la produccion de pape hasta que la extraccion por el método de Kraft
obtuvo resultados mejores en comparacion a los del proceso sulfito3. Se
basa en la utilizacion de disoluciones de bisulfitos, el cual puede ser
amonico, anhidrido sulfuroso, calcico, magnésico o sddico, para la obtencién
de la pulpa quimica, el material vegetal sea maderable o0 no se debe astillar
previamente para luego ser puesto en coccién con el bisulfito a 170°C
durante 8 a 12 horas®2333437 como resultantes en los residuos hay presencia
de compuestos lignosulfonatos, aquellos permiten la creacién de papeles
especiales como el utilizado en fotografia®®. También posee una gran
desventaja debido a que en los residuos hay presencia de azufre y sulfuro

los cuales son altamente toxicos?.

La estructura de la lignina provee a este polimero una cualidad que la hace
termo-resistente a temperaturas que pueden superar los 500°C3, el pH es
otro factor que altera este biopolimero puesto que en ambientes alcalinos la

lignina es insoluble en medios acuosos, mientras que en entornos acidos,
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con pH menor de 5 la lignina se vuelve soluble en el medio, lo cual facilita su
recuperacion debido a que esta se precipita en la solucién en donde esta se

encuentra disuelta34.

El conocimiento de los anteriores tipos de extraccion y recuperacion de la
lignina del material ligninocelullsico son necesarias para el entendimiento del
experimento que se llevara a cabo, en este se desarrollara un medio de
cultivo el cual tenga como sustancia de degradacion principal la lignina, los
microorganismos requieren para su crecimiento una fuente de energia
principal, para ello este biopolimero debera ser extraido y recuperado de
manera correcta del material vegetal de origen maderable y no maderable, si
este no es extraido y purificado de manera correcta cabe la posibilidad de
proporcionar un medio de cultivo que permita el desarrollo de
microorganismos capaces de degradar otras sustancias presentes en la

pared vegetal, como por ejemplo la celulosa.

2.5 MEDIOS DE CULTIVO

Para poder estudiar a un microorganismo se requiere un ambiente o sustrato
gue contenga todos los requerimientos nutricionales necesarios para su
supervivencia, desarrollo y reproduccién. Estos nutrientes que en su mayoria
son aminodcidos, carbohidratos, proteinas, sales, entre otros, son agregados
en una matriz liquida o semi-solida la cual sera posteriormente esterilizada y
vertida en un contenedor en donde se intentara “cultivar” al microorganismo
en cuestion3®39, Esto aplica para microorganismos que no requieran de la
maquinaria celular para su supervivencia, debido a que existen microbios
que para su desarrollo necesitan de los organulos presentes en las células
eucariotas o procariotas de las cuales aprovecharan dicho funcionamiento,

como por ejemplo los virus o algunos hemo-parasitos>3,

Existen diferentes criterios de clasificacion del medio de cultivo, dependiendo
del microorganismo que se quiera aislar, el uso que se le dar al sustrato, su

consistencia, origen, etc!?:38:39,
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Segun su consistencia, se clasifican en medios soélidos, liquidos y
semisodlidos; Los sdlidos, son aquellos que poseen un alto porcentaje de un
agente solidificante el cual es el agar, utilizados para el estudio y obtencién
de bacterias y hongos en formas de colonias sobre la superficie
gelificada®®2°, Algunos ejemplos de estos medios de cultivo son: agar PDA,

agar Saboureaud, agar nutritivo, agar BHI, entre otros.

Los liquidos, como su nombre lo indica se encuentran en estado liquido por
lo cual son conocidos principalmente como caldos de cultivo, cumplen una
funcidbn de enriquecimiento para favorecer el desarrollo de células
estresadas. Entre los caldos de cultivo mas conocidos se encuentran el
caldo nutritivo, caldo cerebro corazén (BHI), caldo SMRS, caldo saboureaud,

etcl239,

Los semisolidos, se diferencian de los medios solidos porque contienen un
menor porcentaje y concentracion de sustancia solidificante, es decir, de
agar. Son utilizados principalmente para el estudio de la motilidad en
microorganismo de naturaleza bacteriana como por ejemplo el agar motilidad
o el agar MIO (Moatilidad, INDOL, Ornitina)23°,

Segun su origen, los medios pueden ser: naturales y sintéticos. En el grupo
de los medios naturales se encuentran aquellos que, su composicion esta
dada en su mayor parte por extractos o infusiones de material de origen
animal o vegetal, se desconoce del todo de su composicion quimica total y
no posee ningun otro tipo de sustancias quimicas, como por ejemplo el agar
PDA el cual es elaborado a partir de puré de papa, dextrosa y el agente

gelificante que es agar-agar'2=8.

Los medios sintéticos son diseflados casi en su totalidad por sustancias
quimicas que supliran las demandas de carbono, nutrientes, sales y demas
elementos requeridos por el microorganismo para desarrollar sus funciones
metabdlicas de supervivencia, existe un gran abanico de estos medios ya
qgue pueden ser modificados agregando, eliminando o sustituyendo algin

componente del medio, agar McConkey, King B, YDC, rosa de bengala,
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TCBS, ENDO, TSI, entre muchos otros sustratos que componen el conjunto

de los medios sintéticos12:38.39,

Segun su proposito o uso, los medios pueden ser comunes o corrientes, de

enriquecimiento y selectivos.

El medio comudn, es el utilizado para proporcionar los nutrientes minimos
necesarios para la multiplicacion de microorganismos en una muestra, no
posee ningun tipo de agente inhibidor de crecimiento de otros
microorganismos o flora microbiana, tampoco posee nutrientes especiales,
de manera que agentes microbianos que sean exigentes no podran crecer
en estos medios, en este grupo de medios encontramos el caldo nutritivo,
agua peptonada, agar nutritivo, agar medio minimo de sales y caldo medio

minimo de sales2:3840,

Los de enriguecimiento aunque similares a los medios corrientes, se
diferencian porque se les agregan sustancias especiales con un alto nivel
nutricional para microorganismos que sean exigentes, también el pH del
medio puede ser alterado para favorecer el crecimiento de microorganismos
gue requieran de un pH especifico para su crecimiento, medios como agar
sangre, agar infusion cerebro corazén, entre otros, son los pertenecientes al

conjunto de los medios enriquecidos!?38:39,

Los selectivos se caracterizan porque poseen sustancias que favorecen el
crecimiento de ciertos microorganismos e inhibe el crecimiento de otros
mediante el uso de compuestos de origen quimico tales como antibioticos,
antimicoticos, sales biliares, sustancias que acidifiquen o alcalinicen el
sustrato, medios como por ejemplo el McConkey, salado de manitol, NaCl

7,5 %, agar TCBS, entre otros!214:38,

2.6 MEDIOS DE CULTIVO CON LIGNINA DISENADOS A PARTIR DE
MODIFICACIONES

2.6.1 AGAR LIGNINA THORN et al 1996
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Uno de los primeros medios de cultivo que se generod para propiciar un buen
crecimiento de biomasa microbiana capaz de degradar la lignina fue en 1996
gracias a un estudio realizado por Thorn et al, en el que, se tomaron 64
muestras de suelo las cuales fueron cultivadas en placas de agar solido
compuesto de varias sales esenciales como: Fosfato de potasio monobasico
(KH2POa4), sulfato de magnesio (MgSOas), nitrato de amonio (NHaNO3),
cloruro de potasio (KCI), sulfato de hierro (FeSOas), nitrato de calcio
(Ca(NOs3)2) y suplementado con lignina alcalina, esto generaba una
selectividad la cual permitia anicamente el crecimiento de microorganismos
que fueran capaces de obtener energia a partir de este biopolimero tan
grande, ademas agrego también benomilo, un fungicida capaz de inhibir el
crecimiento micotico en especial de los Ascomycetes sp., los
microorganismos que lograron ser aislados pertenecen al grupo de
Basidiomycetes sp., especies tales como Clitopilus sp., Coprinus sp., Irpex

sp., Ceratobasidium sp., Armillaria sp., entre otros*?.
2.6.2 MEDIO MINIMO DE SALES CON LIGNINA (ABHAY et al 2007)

En el 2007, Abhay Raj et al logro realizar el aislamiento de ocho (8) cepas
bacterianas capaces de crecer en Medio Minimo de Sales (MSM) el cual
contenia lignina de Kraft, se aisl6 una bacteria que posteriormente se
identificaria mediante pruebas bioguimicas y biologia molecular dando un
95% de compatibilidad con el género Bacillus sp., ademas mediante la
observacion de la degradacion del colorante en el medio se pudo apreciar la
produccion de enzimas con capacidad ligninolitica, esto se confirmé gracias
al uso de cromatografia de gases para observar los componentes quimicos

de los residuos presentes en el medio*®.
2.6.3 MEDIO CZAPECK

Medio utilizado para la recuperacion de hongos filamentosos, apropiado para
la caracterizacion de su capacidad lignocelulosica, este sustrato de cultivo
estd compuesto de varias sales esenciales como nitrato de sodio (NaNO3)
3.0 g/L, fosfato dipotasico (K2HPOa4) 1g/L, sulfato de magnesio (MgSOa4) 0.5
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g/L, cloruro de potasio (KCI) 0.5 g/L y sulfato ferroso (FeSO4) 0.01 g/L, se
diferencia del agar lignina alcalina debido a que este agrega sacarosa 0

glucosa como fuente de energia, junto con 1% de lignina alcalina'#18.

2.6.4 MEDIO MADERA ABEDUL Y MEDIO SALVADO DE TRIGO (Tha
Swe K. 2011)

Con el fin de favorecer la produccion enzimatica de lignino peroxidasas,
manganeso peroxidasas y lacasas, Tha Swe K. en su investigacion agrego
un extracto de madera de abedul y salvado de trigo a los medios de cultivo,
obteniendo crecimiento de microorganismos tanto de origen bacteriano como

fingico con capacidad ligninolitica®.
2.6.5 AGAR EXTRACTO DE ASERRIN (BUITRAGO S. et al. 2014)

Similar al medio suplementado con extractos de abedul y salvado de trigo,
Buitrago S. et al., uso un extracto de aserrin para enriquecer el medio de
cultivo y proveer una selectividad al medio, de tal manera que solo aquellos
microorganismos capaces de crecer utilizando las sustancias presentes en el
aserrin es decir celulosas, hemi-celulosas y ligninas pueda crecer en este

medio de cultivo*L.

2.7 BACTERIAS CON CAPACIDAD LIGNINOLITICA
2.7.1 Serratia marcescens

Bacteria de morfologia bacilar de afinidad Gram negativa, perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae la cual puede encontrarse en la flora intestinal del
ser humano, también en otros animales*’, ademas también se puede
encontrar en cafierias y lugares donde las condiciones sanitarias son
bastante precarias, en insumos hospitalarios puede estar esta bacteria, su

contagio es principalmente de modo nosocomial#?4344,

Es un bacilo que paseé la enzima lisina y ornitina descarboxilasa, es capaz
de utilizar el citrato como fuente de energia, tiene la facultad de fermentar el
sorbitol, la lactosa y la glucosa productor de CO2y movil, posee sensibilidad

a antibidticos como imipenem, ofloxacina, trimetropim/sulfametoxazol,
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ciprofloxacima, mientras que tiene resistencia a cefalotina, cefuroxima,

ampicilina, ampicilina/sulbactam44.
2.7.2 Bacillus subtilis

Esta bacteria perteneciente al género Bacillus sp., es una de las mas
representativas de dicho género, tiene una morfologia bacilar, al microscopio
se observan unos largos bacilos que tienen afinidad Gram positiva, es
productor de endosporas las cuales son termorresistentes, su desarrollo en
agar sangre muestra unas colonias grandes, blanquecinas, de bordes
irregulares, presenta [(-hemolisis, es utilizado en el campo de la
microbiologia ambiental debido a que cumple un rol de bio-controlador en
suelos con cultivos que sean propensos a enfermarse por Fusarium sp.,
Verticillium sp., Pythium sp., Phytophthora sp., nematodos como los

pertenecientes al género Meloidogyne sp., entre otros*>46:47,

Son bacterias capaces de producir la enzima catalasa, moviles gracias a
flagelos en disposicion peritrica, capaces de hidrolizar la gelatina y el
almidon, puede utilizar el citrato como fuente de energia, resiste altas
concentraciones de salinidad, puede reducir el nitrato a nitritos y tiene la

facultad de crecer en ambientes de hasta 650C45:46:47.48

Estas bacterias anteriormente nombradas: Serratia marcescens y Bacillus
subtilis, fueron las seleccionadas para testear la capacidad del medio de
cultivo de proporcionar un ambiente ideal que permita la produccion de

enzimas ligninoliticas de origen bacteriano.
2.7.3 OTRAS BACTERIAS CON CAPACIDAD LIGNINOLITICA

En la literatura se han descrito varias especies y géneros de bacterias
involucradas en los procesos de degradacion de la lignina, a continuacion se
describiran algunas caracteristicas morfologicas, utilidades en el area

ambiental, entre otras cualidades de dichos microorganismos
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Tabla 2. Aspectos generales de los principales microorganismos de origen

bacteriano con la capacidad ligninolitica

GENERO CARACTERISTICAS IDENTIFICACION UTILIDAD EN REFERENCIA
ESPECIE MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICA EL CAMPO BIBLIOGRAFICA
BACTERIANA TINCION DE GRAM AMBIENTAL
Bacterias del | Bacilos de gran tamafio | Aerobios estrictos | Poseen una | Abhay Raj et al., en el afio

genero
Bacillus sp.

bajo el microscopio,

capaces de generar
esporas y con afinidad

Gram positival®49,

o] anaerobios
facultativos.

Se desarrolla con
facilidad en pH de
7.0-74

Poseen la enzima
catalasa,
gelatinasa,
almidonasas.
Capaces de
utilizar el citrato y
de reducir el
nitrato a nitrito,
ademas de poder
desarrollarse  en
medios con
concentracién de
NaCl de 7.09%1%49,

gran capacidad
enzimatica para
degradar la

lignina

2007

microorganismo de origen

logro aislar un

bacteriano capaz de
degradar la lignina, el cual
fue posteriormente
clasificado taxondmicamente
en el género Bacillus sp!“.

Abdul

También aisl6 del suelo de

Rahman N. et al
cultivo de palma de cera tres
microorganismos  capaces
de degradar la lignina,
identificados después como
Bacillus sp., Ochrobactrum

sp. y Leucobacter sp?°.

Bacterias del
genero

Pseudomonas

sp.

Bacilos cortos, moviles,
no esporulan y son de
afinidad Gram

negativa’-0,

Aerobios estrictos
0 anaerobios
facultativos.

Oxidasa negativa.

No fermentan la

lactosa ni la
glucosa.
Fermentan el

manitol, sorbitol y
la sacarosa.
Algunas especies
son capaces de

producir

Poseen un
arsenal
enzimatico
capaz de

degradar un
gran  abanico
de sustancias

organicas”®°,

Buitrago S. et al., aislaron de
muestras provenientes de

humedales de la ciudad de

Bogota en el afo 2014,
bacterias con  potencial
celulolitico y ligninolitico,

identificados posteriormente

como  Arthrobacter  sp.,
Flavobacterium sp.,
Micrococcus sp. y

Pseudomonas sp*.
Otro estudio fue llevado a

cabo por Sasikumar V. et al.,
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pigmentos
fluorescentes que
se pueden
apreciar bajo la
luz UV

realizando una modificacion
del medio minimo de sales
(MSM) aislé una bacteria del
genero Pseudomonas sp.,
capaz de degradar la lignina
presente en el medio

modificado’.

Bacterias del
genero

Ochrobactrum

sp.

Bacilos cortos, moéviles,
afinidad Gram

negativa®l.

Oxidasa positiva.
No
microorganismos

son

fermentadores.
Capaces de
producir

ureasas®?,

Bacterias con
potencial

ligninolitico.

Como se menciond
anteriormente en un estudio
realizado en el 2007 por
Abdul Rahman N. et al., se
tres 3)

microorganismos

aislaron
que
posteriormente serian
identificados mediante

biologia molecular como
pertenecientes a los géneros
Bacillus sp., Ochrobactrum

sp.,, vy sp,

capaces de degradar la

Leucobacter

lignina vy utilizarla como
fuente principal de

carbono?®.

Bacterias del
genero

Leucobacter

sp.

Bacilos no  mdviles,
incapaces de producir
esporas. Posee afinidad

Gram positiva512,

Bacilo
fermentador  de
glucosa.

Puede
desarrollarse en
un amplio rango
de pH desde 5.0-
10.0 y también en
concentraciones
de NaCl de 0-
8.0%.

Similar a

Staphylococcus

aureus puede

Posee la
capacidad de
degradar la
lignina y de
reducir el
cromo,
posicionandolo
como un
género
bacteriano  de
gran
importancia en
la

biorremediacion

El estudio
Abdul Rahman N. et al.1®en

realizado por

donde se recuperé una

bacteria perteneciente a
este género con capacidad

ligninolitica.
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producir bio-film de ambientes
contaminados

con

metaless0.52,

Los anteriores son algunos de los microorganismos ligninoliticos de origen
bacteriano mas reconocidos, aunque también se han descrito con dicha
capacidad enzimética bacterias del genero Arthrobacter sp. Micrococcus
sp., y Flavobacterium sp, asi como microorganismos en especifico tales

como Corynebacterium jeikeium y Sphigomonas paucimobilis°.
2.8 HONGOS CON CAPACIDAD LIGINOLITICA
2.8.1 Penicillium commune

Hongo filamentoso perteneciente al género Penicilium sp., estos se
encuentran dispersos a nivel mundial en diferentes substratos, granos,
cueros, frutas, entre otros sustratos. Se desarrolla con facilidad en
temperaturas de 20-30°C, puede crecer en un amplio espectro de pH que va
desde entornos acidos de 3.5 hasta una alcalinidad de 10.0, este hongo se
observa bajo el microscopio como hialino, septado, forma conidios en una
estructura ramificada que sale de unas células conocidas como fialides,
estas ramificaciones se ubican formando verticilos. Macroscépicamente
desarrolla una colonia de color blanco con tonos verdes o azulados en el
centro y la periferia, textura es plana, filamentosa, algodonosa, puede

presentar gotas de exudado®3.5455,

Es de los principales causantes de la alergia por moho en edificios, se han
reportado cepas nefrotoxicas y carcinogénicas, debido a que son
productores de varias toxinas como: ocratoxina A, patulina, citrinina, acido

penicilico®*°
2.8.2 Paecilomyces formosus

Perteneciente al filo Ascomycota son hongos que se encuentran dispersos a

nivel mundial en los suelos de diferentes regiones, tiene colonias de rapido
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crecimiento y su temperatura optima de crecimiento es de 25°C, la colonia
es de tonos cafés con bordes blancos, reverso café, bajo el microscopio se
observa que es un hongo hialino septado que se asemeja morfolégicamente
a Penicillium spp., presenta conidiéforos ramificados , fialides un poco méas
largas que las de Penicillium spp., clamidiosporas abundantes®®:°"%8, Se ha
reportado también que posee actividad nematicida frente a diferentes

especies de larvas parasitarias®’.
2.8.3 Pleurotus fossulatus

Esta especie es perteneciente al grupo de las setas hongos provenientes de
la division Basidiomycota, se producen a partir de basiodiosporas las cuales
se producen de manera exdgena por medio de un 6rgano denominado
basidio, son hongos comestibles, aportan una importante cantidad de

nutrientes al cuerpo®°-:60,

Su crecimiento es mas lento en comparacion al de los hongos
pertenecientes a la divisibn Ascomycota puesto que son hongos mas
grandes que, para producir todo ese tejido micotico, demoran una mayor

cantidad de tiempo 5960,

La morfologia de estos hongos es como una seta que crece lateralmente del
tronco de un arbol, o pueden crecer a partir de sustratos descompuestos en
el suelo, su cuticula y estipe son de color blanco con brizos cafés, pueden
observarte ciertos tonos beige las lamélulas de igual modo son de color
blanco con tonos beige. In vitro inicia su crecimiento como una colonia
bastante filamentosa de aspecto algodonoso de color blanca, en el
microscopio se observan las basidiosporas ademas de una gran cantidad de

micelio hialino 596061
2.8.4 OTROS HONGOS CON CAPACIDAD LIGNINOLITICA

Asi como se han descrito bacterias con capacidad ligninolitica, también se

han identificado gran cantidad de agentes micoticos con la cualidad de
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degradar la lignina y utilizarla como fuente de energia, a continuacion se

nombraran y describiran algunas caracteristicas de dichos hongos.

Tabla 3. Aspectos generales de los hongos con cualidades ligninoliticas

HONGO CLASIFICACION UTILIDAD REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
TAXONOMICA AMBIENTAL
Polyporus versicolor | Reino: Fungi Conocido como el | Estudios realizados por Arora D. y

Division:: Basidiomycota
Orden: Polyporales
Familia: Polyporaceae
Género: Trametes

Especie: P. versicolor

hongo de la
pudricion de la
madera, posee un
arsenal enzimatico
capaz de degradar
no solo la lignina
sino también la
celulosa presente en
la corteza de plantas

maderables?3.

Sandhu D. en 1985 demostraron
la capacidad ligninolitica del hongo
Polyporus versicolor, gracias a la
utilizacion del guaiacol como
agente revelador de la produccion
de enzimas degradadoras de

ligninals,

Pleurotus ostreatus

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota
Orden: Agaricales
Familia: Pleurotaceae
Género: Pleurotus

Especie: P. ostreatus

Este hongo es
reconocido a nivel
mundial como la
girgola o champifiéon
ostra, hace parte de
las setas
comestibles, tiene
gran importancia en
el area de la
gastronomia.

Crece en material
vegetal con corteza
maderable, lo cual
infiere que es capaz
de degradar la
celulosa y la lignina
para usarlas como

fuente de energial®.

Saenz M. presento en 2009 un

sustrato para el desarrollo,

identificacion y andlisis de
microorganismos con capacidad
ligninolitica, realizando una
modificacion al MSM agregandole
tamo de arroz como sustrato rico
en lignocelulosas, utilizando como
control positivo el hongo Pleurotus
ostreatus, reconocido por su

capacidad de degradar este

polimero?®.

Hongos del genero

Reino: Fungi

Es reconocido como

En el trabajo de grado presentado
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Phanerochaete sp.

Divisién: Basidiomycota
Orden: Polyporales
Familia:
Phanerochaetaceae

Género: Phanerochaete

el hongo de Ia
pudricion blanca de
la madera, se le
atribuye la cualidad
de ser degradador
de polimeros

lignocelulosicos

presentes en
material vegetal
maderable.

por Arias E. y Pifieros P en 2008,

gracias al medio de cultivo
Czapeck, logro aislar varias cepas
de agentes fungicos ligninoliticos,
entre los cuales estaba presente
Phanerochaete sp?°.

Sasikumar V. et al., aislé un hongo
gue demostrd actividad enzimatica
degradadora de ligninas, gracias a
la accion reveladora del azul de
metileno que se oxido por la
produccion de enzimas
ligninoliticas. Mediante pruebas
moleculares se identifico el hongo
como perteneciente al género

Phanerochaete sp’.

Hongos del genero

Alternaria sp.

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae

Género: Alternaria

Hongo microscopico
distribuido
ampliamente a nivel

mundial, se ha

analizado su
capacidad para
degradar

componentes de la
pared celular de
material vegetal de

tipo maderable y no

maderable.

Arias E. y Piferos P aislaron
Alternaria sp., utilizando el medio
czapeck?®,

Laura J. y Castellanos P. en 2009
muestras de

obtuvieron paja

silvestre en las que lograron

recuperar un varios hongos

productores de enzimas

ligninoliticas, entre los hongos
aislados se encuentra Alternaria

spt4.

Existen varios hongos capaces de degradar el biopolimero lignocelulosico,

los anteriores son algunos de los méas destacados, sin embargo hay varios

que pertenecen a la divisibn de los Basidiomycetes como por ejemplo

Clitopilus sp., Coprinus sp., Irpex sp., Ceratobasidium sp., y Armillaria sp.,

entre otros; claro esta que no solamente son hongos macroscépicos los

involucrados en este proceso de degradacion, también se encuentran

algunos géneros de hongos microscopicos tales como: Aspergillus sp.,
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Byssochlamys sp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp.,

Emericella sp., y Mucor sp., etct31517,

2.9 ENZIMAS MICROBIANAS DE FACULTAD LIGNINOLITICA

Puesto que las ligninas no son moléculas faciles de degradar ya que poseen
una capacidad de enlace muy aleatoria'3, no todos los microorganismos
pueden hacer uso de este biopolimero como fuente de carbono. Esto hace
que el grupo de microorganismos con la facultad de degradar esta molécula
sea mas reducido, dicho grupo esta conformado por bacterias y hongos de
distintos géneros microbianos, dichos microorganismos utilizan su
herramienta celular para producir enzimas que pueden trabajar solas o en
conjunto para romper y degradar la estructura de la lignina, con el fin de
transformarla en compuestos menos complejos, pequefios y faciles de

degradar hasta poder mineralizar el biopolimero®.

2.9.1 LACASAS

También conocidas como fenol oxidasas®, son enzimas que catalizan
reacciones oxidativas en los radicales fendlicos y aminas arométicas de la
estructura de la lignina, utilizando el oxigeno como aceptor de electrones,
reduciendo estos compuestos a agua, ademas de producir especies

reactivas de oxigeno H202, OH"y O2,563:64.65

Se ha demostrado que pueden funcionar en un amplio rango de pH que va
desde 2.0 — 8,5, esta enzima puede actuar por si sola, sin tener que
funcionar en conjunto con el resto de enzimas ligninoliticas, su uso esta
incursionando el campo de la biorremediacion puesto que es capaz de
degradar diferentes tipos de contaminantes ambientales como: residuos del
blanqueo de Ila pulpa de papel, colorantes textiles, plaguicidas

organofosforados, entre otros®63.64.65,

2.9.2 LIGNINO PEROXIDASA

Es una enzima involucrada en el proceso de degradacion y mineralizacion
de la lignina, fue descubierta en 1983 en el hongo Phanerochaete

chrysosporium. Esta enzima cataliza la despolimerizacion oxidativa de la
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lignina, esta reaccion es dependiente de la presencia de peroxido de
hidrogeno en el sustrato, Es bastante inespecifica, por lo que puede oxidar
una gran cantidad de compuestos fendlicos y aromaticos mientras se

mantenga en presencia de H202 56667,

2.9.3 MANGANESO PEROXIDASA

Las enzimas manganeso peroxidasa cumplen la funciéon de oxidar el Mn?* a
Mn3* debido a que en este estado, el manganeso es una especie reactiva
capaz de oxidar una gran variedad de compuestos fenélicos aunque frente a
los no fendlicos no tiene mucha utilidad, cabe resaltar que esta reaccion
depende de la presencia de peroxido de hidrogeno en el sustrato, altas
concentraciones de manganeso inhiben a la enzima, su pH ideal es acido
4,5 aunque puede llegar a ser funcional hasta 7.0 en medios mas alcalinos la
enzima se vuelve bastante inestable, de las tres enzimas presentes en el
proceso de degradacion de la lignina, esta es la que menos actividad
demuestra, siempre actda en conjunto con la lignina peroxidasa o también

conocida como ligninasa®©6:67.68:69,
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3. DISENO METODOLOGICO

TIPO DE INVESTIGACION

Este proyecto corresponde a una investigacion de tipo cuantitativo basada

en un disefio descriptivo experimental.

Cuantitativo: Debido a que se busca desarrollar un medio de cultivo
a partir de material bioldgico vegetal que permita el crecimiento de
microorganismos que utilicen la lignina como fuente de carbono y
energia, por medio de diferentes ensayos con biopolimeros

provenientes de diferentes especies de arboles maderables.

Descriptivo: Se realiza un analisis de manera continua para
interpretar los resultados obtenidos en los diferentes ensayos

basandose en algunas herramientas estadisticas.

Experimental: En el desarrollo de la investigacion se tendran en
cuenta mas de una variable, todas seran estudiadas y controladas de
modo simultaneo, con el fin de analizar cual de los diferentes
experimentos llevado a cabo con los diferentes tipos de madera
usados en el ensayo provee los mejores resultados que demuestren
un mejor crecimiento y desarrollo de los microorganismos

considerados potencialmente ligninoliticos.

3.1. UNIVERSO, POBLACION Y MUESTRA

Universo: Material biol6gico de origen vegetal con alto contenido de
lignina para desarrollar un medio de cultivo que permita el crecimiento

de microorganismos con potencial ligninolitico.

Poblacion: Aserrin de variedades maderables con alto contenido de
lignina para desarrollar un medio de cultivo que permita el crecimiento

de microorganismos con potencial ligninolitico.
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e Muestra: Pino, granadillo y sajo con alto contenido de lignina para

desarrollar un medio de cultivo que permita el crecimiento de

microorganismos con potencial ligninolitico.

3.2. HIPOTESIS, VARIABLES E INDICADORES

HIPOTESIS

Es posible desarrollar un medio de cultivo a partir de componentes naturales

ricos en lignina, utilizando aserrin de tres variedades vegetales maderables,

con el fin de tener un sustrato con un contenido significativo de lignina, que

permita a los microorganismos tanto de origen bacteriano como también

fangico, la utilizacion de enzimas degradadoras.

VARIABLES E INDICADORES

Tabla 4. Variables e indicadores de la fase experimental.

NOMBRE DE LA
VARIABLE

TIPO DE
VARIABLE

DESCRIPCION DE
LA VARIABLE

INDICADOR

UNIDAD DE

MEDICION

Componentes
nutricionales del
medio de cultivo

Dependiente

Existe un gran
abanico de sales
minerales que pueden
ser agregadas a los
sustratos de cultivo
con el animo de
proporcionar al
microorganismo las
sustancias esenciales
para su supervivencia,
seleccionando dichos
minerales y sus
concentraciones se
pueden alterar la
capacidad del medio
de cultivo.

Cantidad y
concentraciones
de los
componentes
nutricionales

g/L

Temperatura de
incubacion

Dependiente

La temperatura influye
en el crecimiento tanto
de bacterias como
también de los

Grados Celsius
a los que sera
incubado el
medio de

25-35°C
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hongos, es
importante controlar
dicho parametro para
beneficiar al
microorganismo que
se pretenda cultivar

cultivo.

Concentracion y
cantidad de lignina

Independiente

Las maderas, poseen
en su pared celular,
diferentes cantidades
y concentraciones de
lignina, por lo cual es
necesario realizar mas
de 1 ensayo con
diferentes maderas
para analizar cual
sirve mejor como
sustrato de cultivo.

Porcentaje de
lignina que hace
parte de la
pared celular
del material
vegetal
maderable.

Porcentaje (%)

Capacidad
Ligninolitica de los
microorganismos

Independiente

Crecimiento de
microorganismos con
capacidad ligninolitica,
gue puedan utilizar la
lignina extraida de las
diferentes maderas

Desarrollo de
colonias
microbianas de
origen
bacteriano o
fangico capaces

Crecimiento de

UFC de bacterias y

hongos.

como fuente de de utilizar la
energia para su lignina como
desarrollo. fuente de
energia
Tipo de maderable a | Dependiente Se utilizaron 3 tipos Maderas Lignina 1 (Pino)
utilizar de maderas diferentes |aserradas

ya astilladas, las
cuales son pino,
granadillo y sajo, para
observar y analizar
cual sirve mejor como
sustrato de
crecimiento para el
medio de cultivo.

utilizadas para
la preparacién
del medio de
cultivo: pino,
granadillo y
sajo.

Lignina 2
(Granadillo)

Lignina 3 (Sajo)

Crecimiento
microbiano

Independiente

Se evaluara la
viabilidad del medio,
gracias a la capacidad
de este de permitir el
crecimiento de cepas
ligninoliticas.

Capacidad del
microorganismo
de desarrollarse
adecuadamente
en el medio de
cultivo.

Cantidad de
colonas
microbianas.
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3.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
FASE 1: Determinacion de los componentes y preparacion del medio

Con base a la literatura recolectada, se establecieron los principales
componentes nutricionales del medio, en cuanto a sales, minerales y demas
sustancias necesarias para el desarrollo microbiano, se tomé como
referencia las cantidades y componentes usados en el experimento llevado a
cabo por Sasikumar V.” ademds, también se identificaron cual o cuéles

serian los materiales vegetales de los cuales se obtuvo la lignina.

e Material vegetal

Se seleccionaron tres (3) variedades de material vegetal maderable: pino,

granadillo y sajo, dichas muestras ya estaban aserradas.

C) 1

Figura 2. Muestras de maderables para la fase experimental A) Aserrin

proveniente de Pino; B) Aserrin de Granadillo; C) Aserrin de Sajo

e Componentes nutricionales

Se estableci6 que las sales minerales que se le agregaron al medio fueron
MgSOa4, KCI, K2HPO4, KH2PO4, NH4NO3y FeSO4(7H20)
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Figura 3. Componentes nutricionales del medio de cultvo

e Cantidad de los componentes nutricionales

Tabla 5. Cantidad de los componentes nutricionales del medio de

cultivo
SAL MINERAL CANTIDAD
MgSOa4 0,5g/L
KCl 0.5 g/L
K2HPO4 4,55 g/L
KH2PO4 0.53 g/L
NH4NOs 5g/L
FeSO04(7H20) 0.005 g/L

Los anteriores componentes y sus respectivas cantidades mencionados en
la tabla 5, fueron los utilizados en experimentos realizados por Sasikumar V,
en el cual se realiza una modificacion de un medio minimo de sales (MSM)

agregando lignina al medio descrito’.

e Agentes inhibidores
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No se utilizaron agentes inhibidores con la intencion disminuir el
estrés producido al microorganismo, esto con el fin de obtener un

crecimiento de biomasa ligninolitica mayor.

Extraccion de la lignina

Por medio del proceso de extraccion de la lignina tipo soda, se puso
en coccion 100g de aserrin con 150 mL de Soda caustica 4% durante
45 minutos en produccion de vapores constante (Figura 4 A,B,C y D),
finalmente el producto residual de este proceso fue filtrado gracias al
uso de un embudo y papel filtro, se logré recuperar aproximadamente
5 mL de liquido rico en lignina de los 3 diferentes variedades de
madera, conocidos como: Lignina 1 la proveniente del aserrin de pino,

Lignina 2 obtenida a partir del aserrin de granadillo y finalmente la

Lignina 3 que fue extraida del aserrin de sajo.
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e). o e

Figura 4. Coccion del aserrin en soda caustica 4%: A) Aserrin de pino; B)
Coccién de aserrin de pino con Soda caustica 4%; C) Aserrin de granadillo;

D) Coccidn de aserrin de granadillo E) y F) Coccion de aserrin de sajo

Las ligninas extraidas fueron conservadas en frascos color dmbar en
refrigeracion como se puede apreciar en la Figura 5.

—

i

Figura 5. Ligninas extraidas de los tres diferentes tipos de material vegetal

e Preparacion del medio

Se preparé 600 mL del medio agregando las cantidades establecidas de las
sales minerales, seguido a esto se separ6 en tres fiolas con 200 mL cada
una, 2mL de las ligninas extraidas se adicionaron en cada fiola,
posteriormente las fiolas fueron cubiertas en su abertura con papel aluminio
para ser autoclavadas.
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Después del proceso de autoclavado para esterilizar el medio de cultivo, se
sirvio cada medio en cajas de Petri, se obtuvieron 16 cajas del Agar Lignina
1 (Pino), 16 cajas de Agar Lignina 2 (Granadillo) y 16 cajas de Agar Lignina
3 (Sajo), se dejo reposar hasta que el medio estuviera totalmente gelificado,

finalmente los medios fueron guardados en refrigeracion durante 24 horas.
[1 Prueba de esterilidad

Después de preparar los medios y de que estos gelificaran se escogié un
ejemplar de cada ensayo para incubarlos a 37°C con el fin de visualizar si

crecia flora contaminante sobre la superficie del sustrato de cultivo.

FASE 2: Verificacion de la capacidad del medio para el crecimiento de

microorganismos ligninoliticos
e Seleccién de cepas para testear el medio de cultivo

Luego de dejar reposar el medio de cultivo preparado en la nevera durante

24 horas se procedié a realizar la siembra de los microorganismos que
fueron escogidos para demostrar la funcionalidad y viabilidad del sustrato de
cultivo, se seleccionaron cepas de origen bacteriano y fungico provenientes
del cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, dichas cepas
fueron reconocidas como productoras de enzimas ligninoliticas en anteriores
estudios realizados, las sepas seleccionadas fueron: Bacillus subtilis
(Identificado en el cepario como TB2) ver Figura 7, Serratia marcescens ver
Figura 6, Pleurotus fossulatus ver Figura 8, Penicillium commune ver Figura
9 y Paecilomyces formosus ver Figura 10. Todas las cepas anteriormente
nombradas fueron tipificadas por métodos moleculares en estudios previos
realizados para el cepario de la Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca Ver Anexo 1.

Para verificar los resultados se utilizaron cepas de microorganismos que
funcionarian como control positivo y negativo, en el caso del control positivo

los microorganismos seleccionados fueron: Bacillus subtillis y Streptomyces
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sp. Ver figura 11, mientras que las cepas de control negativo fueron: Listeria
inocua Ver figura 12 y Enterococcus faecalis Ver figura 13.

Figura 6. Cepa de Serratia marcescens.

Figura 7. Cepa de Bacillus subtilis (TB2).

Figura 8. Cepa de Pleurotus fossulatus.
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Figura 9. Cepa de Penicillium commune.

Figura 10. Cepa de Paecilomyces formosus.

Figura 11. Cepa de Streptomyces sp.

56



Figura 12. Cepa de Listeria inocua.

Figura 13. Cepa de Enterococcus faecalis.

e Analisis del crecimiento microbiano obtenido en el medio de cultivo

Las bacterias fueron incubadas durante 48 horas a 37°C mientras que los
hongos estuvieron en incubacion durante 8 dias a 37°C, después de dicho
tiempo se analizaron los resultados obtenidos, las cajas de Petri en donde
hubo crecimiento de microorganismos fueron seleccionadas para proceder
con una tincibn para observar las estructuras microbianas bajo el
microscopio, siendo la coloracion de Gram para las colonias bacterianas y
tincion con azul de lactofenol para las colonias de hongos, después se

utilizaron dos paquetes de identificacion microbiana BBL-Crystal para
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microorganismos Gram positivos y Gram negativos para cerciorarse de
haber aislado el mismo microorganismo del inoculo original, mientras que
para los hongos mediante clave dicétoma de identificacion se clasifico al

microorganismo en su respectivo género.

FASE 3. Establecer un protocolo para la preparacion del medio de

cultivo

Con base a las anteriores fases de redactdé un protocolo que incluia los
componentes nutricionales y sus cantidades que fueron agregados al medio

de cultivo.
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4. RESULTADOS
FASE 1. Determinacion de los componentes y preparacion del medio

Gracias al proceso de la fase 1 se logré preparar un medio de cultivo el cual

se puede observar a continuacion

c)

Figura 14. Medios de cultivos preparados a partir de las ligninas extraidas.

A) Agar Lignina 1 proveniente de la lignina obtenida del aserrin de Pino; B)

Agar Lignina 2 obtenido gracias a la extraccion de lignina del aserrin de

granadillo; C) Agar Lignina 3 desarrollado a partir de la lignina recolectada
del aserrin de sajo

El test de esterilidad del medio fue exitoso ya que no hubo ningln
crecimiento de flora contaminante sobre la superficie de los medios

seleccionados para el test.
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Figura 15. Prueba de esterilidad los medios de cultivo: de izquierda a

derecha) Agar Lignina 1, Agar Lignina 2 y Agar Lignina 3.

FASE 2: Verificacion de la capacidad del medio para el crecimiento de

microorganismos ligninoliticos

e Controles utilizados para verificar la funcionalidad del medio de

cultivo

Las cepas utilizadas como control positivo y negativo demostraron que los
microorganismos que fueron capaces de crecer en el medio, es gracias a la
fuente de carbono que se les proveia, es decir la lignina, esto se confirmé
puesto que las cepas Bacillus subtillis y Streptomyces sp. (ambas especies
bacterianas reconocidas como potenciales agentes ligninoliticos) crecieron
sin problemas en el medo de cultivo desarrollado Ver figura 16. Por otro
lado, los microorganismos que no poseen el arsenal enzimatico necesario
para degradar este biopolimero, no pueden crecer en el sustrato. Tal fue el
caso de Listeria inocua y Enterococcus faecalis, ambos agentes microbianos
no producen las enzimas degradadoras, por lo cual no se desarrollaron en el

medio Ver figura 17 y 18.
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b)

d).
f).

Figura 16. Crecimiento de Streptomyces sp. en Agar Lignina 1: Ay B;

Crecimiento de Streptomyces sp. en Agar Lignina 2: C y D; Crecimiento de

Streptomyces sp. en Agar Lignina3: Ey F

b).
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d)

e) f

Figura 17. Ausencia de crecimiento de Listeria inocua en Agar Lignina 1: Ay
B; Ausencia de crecimiento de Listeria inocua en Agar Lignina 2: Cy D;

Ausencia de crecimiento de Listeria inocua en Agar Lignina 3: Ey F




f)

Figura 18. Ausencia de crecimiento de Enterococcus faecalis en Agar
Lignina 1: Ay B; Ausencia de crecimiento de Enterococcus faecalis en Agar
Lignina 2: C y D; Ausencia de crecimiento de Enterococcus faecalis en Agar

Lignina3: EyF

e Bacterias sembradas en el medio de cultivo preparado

Luego de sembrar las bacterias por duplicado e incubarlas en los tres
medios de cultivo durante 48 horas a 37°C hubo crecimiento positivo de las

bacterias en todos los medios preparados, excepto por el Agar Lignina 3 en

el cual el Bacillus subtilis (TB2) no se desarrollo.
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C) . d).
e) l f) .
9) l h) l

Figura 19. Serratia marcescens y Bacillus subtilis en Agar Lignina 1: Ay B
Agar Lignina 1 inoculado con Serratia marcescens; Cy D Agar Lignina 1
colonias bacterianas de Serratia marcescens; E y F Agar Lignina 1 inoculado
con Bacillus subtilis (TB2); G y H Agar Lignina 1 colonias de Bacillus subitilis
(TB2)



A’nv (tanm 2,4

9) h)

Figura 20. Serratia marcescens y Bacillus subtilis en Agar Lignina2: Ay B
Agar Lignina 2 inoculado con Serratia marcescens; C y D Agar Lignina 2

colonias bacterianas de Serratia marcescens; E y F Agar Lignina 2 inoculado
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con Bacillus subtilis (TB2); G y H Agar Lignina 2 colonias de Bacillus subtilis
(TB2)

a). b)
c).

| — :
%
%
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Figura 21. Serratia marcescens en Agar Lignina 3: Ay B Agar Lignina 3
inoculado con Serratia marcescens; C y D Agar Lignina 3 colonias
bacterianas de Serratia marcescens; E y F Agar Lignina 3 inoculado con
Bacillus subtilis (TB2); G y H Agar Lignina 3 ausencia de colonias de Bacillus
subtilis (TB2)

Estos fueron los resultados tras realizar la coloracion de Gram a las colonias
bacterianas de Serratia marcescens y Bacillus subtilis en los diferentes

medios y ensayos.

<)

Figura 22. Coloracion de Gram de Serratia marcescens: A) Gram de las

colonias de Serratia marcescens del cepario de la Universidad Colegio
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Mayor de Cundinamarca; B) Tincion de Gram de colonias bacterianas de
Serratia marcescens provenientes del Agar Lignina 1; C) Tincion de Gram de
colonias bacterianas de Serratia marcescens del Agar Lignina 2; D) Tincion
de Gram de colonias bacterianas de Serratia marcescens del Agar Lignina 3.

La tincion demostro que la Serratia marcescens que habia crecido en los
medios de cultivos preparados era la misma para los tres ensayos Yy
concordaba con las caracteristicas morfologicas del inoculo original, es decir,
cocobacilos de afinidad Gram negativa (-) infiriendo asi que el
microorganismo no crecio bajo algun tipo de estrés y que el medio de cultivo
proveia los minerales y fuente de carbono necesarios para el buen desarrollo
del microbio.

a) b)
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c)

Figura 23. Coloracion de gram de Bacillus subtillis (TB2): A) Gram de las
colonias de Bacillus subtilis (TB2) del cepario de la Universidad Colegio
Mayor de Cundinamarca; B) Tincion de Gram de colonias bacterianas de

Bacillus subtilis (TB2) provenientes del Agar Lignina 1; C) Tincion de Gram

de colonias bacterianas d Bacillus subtilis (TB2) del Agar Lignina 2.

En cuanto al Bacillus subtilis (TB2), tambien hubo resultados satisfactorios
ya que las estructuras bacterianas observadas bajo el microscopio fueron las
mismas para el inoculo original obtenido del cepario de la universidad, como
las recuperadas en el medio de cultivo disefiado, morfologia bacilar grande
de afinidad Gram positiva (+), tanto en el inoculo original como en los medios
desarrollados los bacilos mostraron tener una espora en su interior,

indicando que el germen crecio sin ninguna complicacion.

Las pruebas BBL-Crystal de identificacion microbiana confirmaron que las
bacterias que se desarrollaron en el medio de cultivo eran las mismas del
inoculo original, el score final de ambas pruebas conincidio con el genero y
especie bacteriano al que pertenecian ambas cepas utilizadas Ver figura 24
y 25.
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Figura 24. Prueba BBL-Crystal para bacterias Gram Negativas,

microorganismo aislado: Serratia marcescens.

b)

Figura 25. Prueba BBL-Crystal para bacterias Gram Positivas,

microorganismo aislado: Bacillus subitillis.

e Hongos sembrados en el medio de cultivo preparado

Al igual que las bacterias, los hongos seleccionados para testear el medio de
cultivo preparado, fueron sembrados por duplicado e incubados durante 8
dias a 37°C con el fin de que desarrollaran por completo sus estructuras
fungicas. Hubo crecimiento positivo de los tres hongos en los tres medios de

cultivo realizados.
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Figura 26. Penicillium commune, Paecilomyces formosus y Pleurotus

fossulatus en Agar Lignina 1: A,B y C Colonias de Penicillium commune en
Agar Lignina 1; D,E y F Colonias de Paecilomyces formosus en Agar Lignina

1; Gy H Colonias de Pleurotus fossulatus en Agar Lignina 1.
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b)

h)

Figura 27. Penicillium commune, Paecilomyces formosus y Pleurotus
fossulatus en Agar Lignina 2: A,B y C Colonias de Penicillium commune en
Agar Lignina 2; D,E y F Colonias de Paecilomyces formosus en Agar Lignina

2; Gy H Colonias de Pleurotus fossulatus en Agar Lignina 2.
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h)

Figura 28. Penicillium commune, Paecilomyces formosus y Pleurotus
fossulatus en Agar Lignina 3: A,B y C Colonias de Penicillium commune en
Agar Lignina 3; D,E y F Colonias de Paecilomyces formosus en Agar Lignina

3; Gy H Colonias de Pleurotus fossulatus en Agar Lignina 3.

El crecimiento de los tres hongos fue optimo, Pleurotus fossulatus fue el
hongo qué menos crecid debido a qué solo se podia observar micelio aéreo
en las colonias del agar lignina, aunque esto se debe a que tiene una tasa
de crecimiento mas lenta en comparacion a Penicilium commune y
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Paecilomyces formosus los cuales se desarrollaron con mejor rendimiento y

velocidad en el medio de cultivo preparado.

La tincion seleccionada para el reconocimiento de estructuras fungicas fue
con azul de lactofenol, tal cual como se realizé el procedimiento de
comparacion de las colonias bacterianas del in6culo original y las colonias
recuperadas en el medio de cultivo, se hizo el mismo método con los
hongos, hacer un contraste entre las caracteristicas morfologicas de los

hongos para saber si era el mismo agente micético.

c) d)

Figura 29. Tincion con azul de lactofenol de Penicillium commune: A)
Tincion con azul de lactofenol de las colonias de Penicillium commune del
cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca; B) Tincion con

azul de lactofenol de colonias fungicas de Penicillium commune provenientes
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del Agar Lignina 1; C) Tincion de colonias micoticas de Penicillium commune
del Agar Lignina 2; D) Tincion de colonias de Penicillium commune del Agar

Lignina 3.

Las colonias demostraron tanto macroscépica como microscopicamente las
mismas caracteristicas del inoculo original en comparacion con las
recuperadas gracias al agar preparado, colonias algodonosas con tintes
verdosos en la periferia y en el centro de la misma, micelio septado hialino
con fialides que producen conidias en cadenas, el hongo reconocido como
ligninolitico no creci6 con ninguna dificultad en el medio de -cultivo

desarrollado.

c) : d)

Figura 30. Tincion con azul de lactofenol de Paecilomyces formosus :A)

Tincion con azul de lactofenol de las colonias de Paecilomyces formosus del
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cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca; B) Tincion con
azul de lactofenol de colonias fungicas de Paecilomyces formosus
provenientes del Agar Lignina 1; C) Tincion de colonias micoticas de
Paecilomyces formosus del Agar Lignina 2; D) Tincion de colonias de

Paecilomyces formosus e del Agar Lignina 3.

El Paecilomyces formosus demostré su capacidad de esporular en el medio
de cultivo desarrollado, las caracteristicas visuales de las colonias fueron
similares a las del in6culo original, colonias grandes de aspecto algodonoso
con una gran cantidad de esporas en su superficie, de color blanco con
tonos beige y cafes en su centro, de igual forma las estructuras miceliares
hialinas y septadas junto con sus conidios en cadena mostraban ser los
mismos para los hongos recuperados en el medio de cultivo preparado como

tambien en el in6culo original.

= :

. t

e

76



c) d)

Figura 31. Tincion con azul de lactofenol de Pleurotus fossulatus: A) Tincion
con azul de lactofenol de las colonias de Pleurotus fossulatus del cepario de
la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca; B) Tincion con azul de
lactofenol de colonias fungicas de Pleurotus fossulatus provenientes del
Agar Lignina 1; C) Tincion de colonias micoticas de Pleurotus fossulatus del
Agar Lignina 2; D) Tincion de colonias de Pleurotus fossulatus del Agar

Lignina 3.

FASE 3: Establecer un protocolo para la preparacion del medio de
cultivo

e Extraccion de lignina del material maderable

1 En caso de obtener una muestra que no esté aserrada del material
vegetal maderable, se debe astillar hasta dejarlo como aserrin.

2 Pesar 100g de aserrin

3. Preparar 150 mL de soda caustica a una concentracion de 4%: Tomar
6 g de perlas de Soda caustica (generalmente se encuentra en una
presentacion con 99% de pureza) y verter 150 mL de agua, dejar
reposar esta solucién 24 horas antes de su uso.

4. En un recipiente que pueda ser puesto bajo fuego, agregar los 150

mL de soda caustica 4% y los 100 g de aserrin
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Una vez comience la emision de vapores mantener la mezcla en este
estado durante 45 minutos

Pasar el residuo resultante de la coccion del aserrin a un embudo con
papel filtro, con ayuda de un mortero presionar para extraer la mayor
cantidad de liquido rico en lignina (Licor negro)

Este liquido recuperado debe ser traspasado a un envase de vidrio
color ambar y de no ser utilizado al instante, debera ser refrigerado a
2-8°C

Preparacién del medio de cultivo

En una fiola de vidrio medir 1 litro de agua destilada
Con base la tabla de la cantidad de los componentes nutricionales,
Ver Tabla 5, pesar y agregar dichos componentes a la fiola de vidrio

con el agua destilada.

3. Agregar 20 g/L de Agar-Agar.

Mezclar hasta disolver por completo las sales minerales.

5. Tapar la fiola de vidrio con papel aluminio y poner una tira de cinta

testigo a esta para asegurarse que el proceso de esterilizacion es
exitoso.

. Autoclavar el medio de cultivo a 121°C con 20 libras de presion
durante 15 minutos.

Después del proceso de esterilizacion y de haber verificado que la
cinta testigo demuestre una correcta esterilizada, se debe servir el
medio en cajas de Petri ya sea de vidrio o plastico.

Dejar reposar hasta que gelifigue por completo el medio.

Guardar los medios en refrigeracion durante 24 horas para su uso.
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5. DISCUSION

La lignina, después de la celulosa, es el segundo biopolimero de mayor
abundancia en la tierra que compone la pared celular de todas las células
vegetales, junto con otros compuestos como la celulosa y hemi-celulosa®. A
este biopolimero, el cual es generado a partir de varios fenil-propanoides?,
se le ha encontrado en la actualidad varias utilidades a nivel industrial, como
por ejemplo, la industria papelera, para producciéon de pesticidas,

emulsificantes y secuestradores de metales pesados, entre otras®.

Debido a que este biopolimero se ha inmiscuido en problemas de
contaminacion ambiental por estar presente en los residuos de varios
procesos industriales que utilizan solventes inorganicos con el fin de eliminar
este polimero de su materia prima, tal es el caso de la industria papelera,
para la produccion en masa de papel, se requiere de preparar la pulpa de
celulosa, dicha pulpa es obtenida a través de diferentes métodos fisicos y
quimicos que tienen como objetivo despojar de la lignina y otros
componentes que no sean la celulosa el material maderable, como
consecuencia este biopolimero de gran tamafio es liberado en los residuos

de la fabricacion del papel?®.

Esta es la importancia que resalta este trabajo de investigacion, en
desarrollar un medio de cultivo que permita el crecimiento de
microorganismos que demuestren una capacidad para producir enzimas que
les permitan degradar la lignina extraida de material maderable, dejando las
puertas abiertas para futuras investigaciones, no solo con el medio
desarrollado, sino también con los microorganismos recuperados ya que
representan un gran horizonte de investigacion para el campo de la

biorremediacion.

En la fase experimental se utilizaron tres tipos de variedades de material
vegetal maderable que permitiera analizar el crecimiento y desarrollo de los
microorganismos frente a distintos tipos de ligninas. Este componente de la

pared celular es generado a partir de la oxidacion de varios fenilpropanoides
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y compuestos hidroxicinamicos; es el responsable de aportar a la planta
rigidez y soporte junto con los demas componentes presentes en la
pared’3132122 Debido a su capacidad de generar enlaces, aleatoriamente,
durante su sintesis y a su gran tamafo, se posiciona como uno de los
biopolimeros de origen natural mas dificiles de degradar?ya que no todas las

ligninas poseen la misma estructura.

Pino, granadillo y sajo fueron las variedades seleccionadas para el
experimento ya que son pertenecientes al grupo de maderas blandas, estas
maderas permiten extraer con mayor facilidad y con métodos menos
sofisticados y costosos la lignina, como es el caso de la fase experimental en
la que se realiz6 la extraccion del biopolimero utilizando una solucion de
soda caustica 4%, maderas duras requieren otro tipo de extraccion como el
método de Kraft32627.28 g diferencia de otras investigaciones realizadas en
las que se utilizaba el biopolimero, previamente extraido y purificado para
preparar el sustrato de cultivo como el estudio de Thorn et al que en 1996
fueron los primeros en preparar un medio de cultivo que propiciara el
sustrato ideal para el desarrollo de microorganismos con capacidad
ligninolitica, haciendo uso de sales minerales y lignina alcalina que es un
producto de procesos de extraccion y purificacion®® 6 Abhay R. et al que
utilizando como base el medio minimo de sales (MSM) agrego lignina de
Kraft para culminar con un sustrato rico en lignina que licencia el desarrollo
de agentes microbianos ligninoliticos'®; Como consecuencia de no poder
utilizar un proceso mas refinado para la extraccién y tampoco se us6 ningan
método de purificacion, cabe la posibilidad de que en el liquido rico en
lignina obtenido de cada muestra maderable del presente estudio, queden

trazas de otros componentes de la pared celular vegetal.

El proceso de extraccion fue el mismo para las tres variedades maderables,
suspendiendo 100 g del material vegetal en 150 mL de una solucién de soda
caustica 4%, durante 45 minutos en constante emisiébn de vapores, el
producto resultante fue puesto en un embudo cubierto en su interior con

papel filtro, con ayuda de un mortero se presioné el material vegetal para asi
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extraer la mayor cantidad de lignina, el Granadillo fue la variedad de la que
menos se obtuvo liquido rico en lignina, mientras que fue del Pino de donde
mas se obtuvo dicho componente. Similar al proceso que realizo Tha Swe

K. en su investigacion en la cual agrego un extracto obtenido a partir de
madera de abedul y salvado de trigo con el fin de favorecer la produccion
enziméatica de los microorganismos en el medio de cultivo preparado?,
Buitrago S. et al utilizo también extractos obtenidos a partir de aserrin para el

sustrato que desarrollo en su investigacion34.

Los resultados muestran que ambas bacterias Serratia marcescens y
Bacillus subtilis crecieron mejor en el Agar Lignina 2 el cual estd compuesto
por la lignina de Granadillo, esto puede ser debido a que en la composicion
quimica del Granadillo su porcentaje de cenizas (0.62-1.84%) es mayor a la
del pino (0.3%)%, sin embargo el porcentaje de lignina presente en la pared
celular es menor en la madera de Granadillo (25.24-27.24%) que en la
madera Pino (24.0-28.5%)%%, como las cenizas poseen un pH bastante
alcalino, alteran en cierta medida el pH final del medio de cultivo, haciendo
gue este sea ligeramente mas alcalino, lo cual favorece el crecimiento
bacteriano, por otra parte el Agar Lignina 3 obtenido a partir de la madera de
Sajo no permitio el crecimiento del Bacillus subtilis, esto puede ser debido a
que tal como Weniger B. et al explicaron en su estudio, la madera de
Campnosperma panamense en su composicibn molecular posee un
flavonoide, el cual tiene accion antiparasitaria, lo cual no excluye que este
flavonoide sea capaz de ejercer un control frente a ciertos microorganismos

de origen bacteriano®.

Lo anterior se correlaciona con los estudios realizados por Perestelo F. et al
los cuales demostraron que Serratia marcescens tiene la capacidad de
producir enzimas ligninoliticas de tipo lacasa, utilizando dicho
microorganismo para degradar la lignina presente en muestras de lignina
sintética, natural y semi-natural’®. De igual modo utilizando lignina
proveniente del proceso de extraccion de Kraft y colorantes industriales

Verma P. y Madamwar D. lograron comprobar que Serratia marcescens es
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capaz de degradar cierta cantidad de lignina marcada con radiois6topos
como también el colorante industrial’®. Investigaciones realizadas por
Hassan E. y Hanafy A. expusieron la capacidad ligninolitica de diferentes
especies de Bacillus sp. revelaron que Bacillus subtilis no posee una
capacidad ligninolitica tan elevada como Bacillus megatarium pero si una

mayor en comparacion a B. thuringiensis y B. axarquiensis’s.

Los hongos Penicilium commune, Paecilomyces formosus y Pleurotus
fossulatus crecieron en los tres medios de cultivo preparados sin ningun
problema, aunque Pleurotus fossulatus fue el hongo que mas tardo en crecer
en los tres ensayos del sustrato preparado, mientras que Penicillium
commune fue el hongo que crecio con mayor velocidad, el Agar Lignina 1
preparado a partir de la lignina extraida de la madera de Pino, fue el medio
en donde los tres hongos presentaron mayor crecimiento y capacidad
esporulativa, mientras que el Agar Lignina 2 fue el medio donde el
crecimiento micotico fue menor, lo anterior puede ser debido al porcentaje de
lignina presente en la pared celular del Pino la cual es mayor con respecto a
la del sajo y aun mas en comparacion a la del Granadillo, ademas debido a
que el pH de la madera de pino oscila entre 4.0 y 4.4 el pH del sustrato de
cultivo preparado es ligeramente acido, favoreciendo de notable modo el

crecimiento fungico?®.

En comparacion a estudios como los realizados por Yu H. et al en los que
utilizando una cepa de Penicillium simplicissimum degradaron la lignina
presente en muestras de lignina procedentes de extracciones’, o la
investigacion realizada por Rodriguez A. et al en que analizan la capacidad
de Penicillium chrysogenum de producir enzimas ligninoliticas de tipo
lacasas en un medio de cultivo preparado a partir de lignina extraida y
purificada’, igualmente Rodriguez A. et al en otra publicacion continua la
investigacion con Penicillium chrysogenum y cuantifica la cantidad de lignina
degradada por el hongo, esto realizado por metodos de espectrofotometria’®,
Yang Y., Yuan H., Wang H. y Chen W. utilizan un medio de cultivo preparado
a partir de extracto de malta y de levadura para el crecimiento de una cepa
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de Penicillium decumbens para caracterizar molecularmente las enzimas
ligninoliticas de tipo peroxidasas y lacasas producidas por dicho hongo’’; en
el presente trabajo tambien se comprobo la capacidad ligninolitica de
Penicilium commune y se determino que crece mejor en la lignina obtenida
a partir de pino en comparacion al crecimiento obtenido en la madera de

Granadillo y Sajo.

Paecilomyces sp. es un genero de hongos deuteromicetos que han
demostrado en varias de sus especies la capacidad de producir enzimas de
tipo lacasas, lignino y manganeso peroxidasas, Kluczek B., Tuomela M.,
Hatakka A. y Hofrincher M. aislaron de muestras de compost de suelo y
aguas residuales de la fabricacion de pulpa de celulosa con ayuda de un
medio de cultivo preparado a partir de lignina extraida y purificada dos
especies de hongos posteriormente identificadas como Paecilomyces
inflatus las cuales manifestaron su facultad ligninolitica, ademas
determinaron que las enzimas de tipo lacasa se producen mas en
temperaturas alrededor de 30°C y pH de 4.5-5.5 "8, Las enzimas de tipo
peroxidasas fueron el centro de estudio en el que Singh P., Jain P., Verma

R. y Jagadish S. caracterizaron molecularmente dichas enzimas producidas
por hongos del genero Paecilomyces sp. y Phanerochaete sp. las cuales
tenian el potencial de degradar no solo la lignina sino tambien productos
residuales de la decoloracion de la pulpa de celulosa, residuos del proceso
de fabriacion del papel”®. En contraste a las muestras recolectadas
normalmente de suelo, Ameen F., Moslem M., Saefaraz H. y Al-Sabri A.
utilizaron un medio de cultivo suplementado con MgSOas4, FeSOs4 7H20,
ZnS04 7H20, MnSO4, CuSO4, NH4Cl, KCI, CaClz, NaCl y KH2PO4 sales
minerales similares a las que se usaron para preparar el sustrato de
crecimiento en el presente trabajo; dichas sales hacen parte de la
composicion de un medio de cultivo que fue utilizado para recuperar hongos
provenientes de muestras de agua de mar, aislaron 28 microorganismos
capaces de crecer en el medio, de los cuales ocho (8) tenian la habilidad de
crecer en el medio de cultivo suplementado con lignino-celulosa, dichas

cepas fueron identificadas como: Alternaria alternata, Aspergillus terreus,

83



Cladosporium  sphaerospermum, Geosmithia pallida, Paecilomyces
formosus, Eupenicilium hirayamae, Byssochlamys spectabilis vy

Eupenicillium rubidurum?.

Finalmente el ultimo microorganismo de origen fungico utilizado para probar
la funcionalidad y viabilidad del medio de cultivo preparado, fue Pleurotus
fossulatus. Este hongo es proveniente de uno de los generos reconocidos
como potencialmente ligninoliticos, el principal representante de este genero
es Pleurotus ostreatus, el cual ha sido catalogado como capaz de producir
enzimas con capacidad ligninolitica en diversos estudios como los realizados
por Eggert C., Temp U. y Eriksson K. en 1997 en el que, utilzando un
sustrato de cultivo suplementado con malta y analizando las enzimas
posteriormente con espectrofotometria, establecieron que dicho hongo era
capaz de producir enzimas de tipo lacasas, lignino peroxidasa y manganeso
peroxidasa®!l. Das N., Chowdhury P., Adhikari D. y Naskar S. utilizaron arroz
seco como sustrato principal para elaborar un medio de cultivo que les
permitiera recuperar una cepa de Pleurotus fossulatus, posteriormente se
realizaron ensayos para identificar la produccion de enzimas ligninoliticas®?.
En Mexico, Salmones D. y Mata G. prepararon un sustrato utilizando
extracto de malta, levadura y residuos de derivados solubles de lignina
obtenidos a partir del proceso de pulpeo de Kraft, para poder cultivar

especies de Pleurotus sp®.
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6. CONCLUSIONES

Se obtuvo lignina a partir del aserrin de las tres variedades vegetales
maderable seleccionadas, pino, granadillo y sajo. El granadillo fue el
aserrin de donde se obtuvo una menor cantidad de liquido rico en
lignina en comparacion a la cantidad obtenida con las otras dos
variedades.

Se comprob6 la actividad enzimética ligninolitica de Serratia
marcescens, Bacillus subtilis, Penicillum commune, Paecilomyces
formosus y Pleurotus fossulatos ya que crecieron en los medios de
cultivo desarrollados los cuales ofrecian como Unica fuente principal
de energia, la lignina.

Se establecié un protocolo de preparacion del medio de cultivo el cual
incluia la metodologia propuesta para la extraccion de la lignina del
material vegetal maderable, las sales minerales y sus respectivas
cantidades que serian agregadas al sustrato de cultivo

Los microorganismos de origen bacteriano requieren para Ssu
desarrollo ambientes con pH ligeramente alcalino, maderas que
tengan alto contenido en cenizas 0 que posean un pH alcalino como
el Granadillo Dalbergia granadillo, proporcionan el ambiente que
dichos microorganismos con capacidad ligninolitica requieren para su
crecimiento., por lo tanto el medio de cultivo Agar Lignina 2 es mas
propicio para el desarrollo de bacterias ligninoliticas.

Los hongos por su parte tienden a preferir sustratos que tengan pH
ligeramente &cidos, para esto es recomendado el uso de ligninas
extraidas de arboles cuyo pH o componentes de la pared celular
permitan virar el pH del medio para que este tenga mas iones
hidrogeniones y se torne mas acido, en este caso la madera de Pino
Pinus sp, doto al medio de cultivo Agar Lignina 1 como el méas apto
para crecimiento de hongos.

Los hongos de la division Basidiomycota crecen mas lento que los

provenientes de la division Ascomycota, lo anterior se infiere debido a
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gue Pleurotus fossulatus crecié mas lento que Penicillium commune y
Paecilomyces formosus.

La madera de Sajo Campnosperma panamense tiene la facultad de
inhibir el crecimiento de la cepa de Bacillus subtilis (TB2) proveniente
del cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca esto
puede ser por la presencia de flavonoides en su corteza.

Se desarrollé un medio de cultivo a partir de ligninas extraidas de tres
variedades vegetales maderables, el cual permiti6 a los
microorganismos de origen bacteriano y fangico la produccion de

enzimas con capacidad ligninolitica
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8. ANEXOS

ANEXO 1. HOJAS DE VIDA DE LO MICROORGANISMOS
SELECCIONADOS

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS - CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD PROGRAMA
DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL - AREA CEPARIO
SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

| CODIGO 043 |
DATOS DEL DEPOSITANTE
DEPOSITANTE CARMEN ROSA GALLEGO
ENTIDAD A LA QUE PERTENECE SECRETARIA DE SALUD BOGOTA
DIRECCION Calle 13 No 32-69
TELEFONO 3649090
E-MAIL www.saludcapital.gov.co
FORMA DE ADQUISICION DONACION POR CONVENIO
IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
MICROORGANISMO Serratia marcescens
GENERO Serratia
ORIGEN - HABITAT P Cepas confirmadas por Secretaria de Salud Bogota-Seccion Microbiologia
LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL Bogota
AISLAMIENTO
FECHA / HORA DE AISLAMIENTO 1996
PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismo en Agar sangre
NIVEL DE SEGURIDAD 1
CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -20°C Caldo leche y Temperatura ambiente en B.A.B recto e inclinado
PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Aislamiento primario en Mac Conkey y EMB
TSI, LIA, Citrato, fenilalanina, urea, motilidad, RMVP, fermentacion de
carbohidratos, deaminacidn de aminodcidos, reduccion de nitratos
Sistema répido de identificacion BBL CRYSTAL

Grupos Taxonémicos Representados
Porcentaje de
Identificacion por Identificacién | NUMERODE [ NUMERO DE NUMERO DE EJEMPLARES
Consecutivo categoria taxonomica Molecular | EJEMPLARES | EJEMPLARES CATALOGADOS
FENOTIPIFICACION CON CATALOGADO CATALOGADOS PRESERVACION
Cédigo PRUEBAS BIOQUIMICAS S PRESEP’?VACION AGUA DESTILADA ESTERIL 2 -
MICROORGANISMOS | gjgtema rapido BBL Crystal CONSERVACIO Nitrégeno 8°C
N liquido -180°C
Familia| Genero | Especie -70°C
73 043 Serratia marcescens 100%]| 100% | 99% |  -------- 8 5 0
(s9)
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COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS - CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD PROGRAMA
DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL - AREA CEPARIO
SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

| CODIGO 100 |

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE CARMEN ROSA GALLEGO

ENTIDAD A LA QUE PERTENECE SECRETARIA DE SALUD BOGOTA

DIRECCION Calle 13 No 32-69

TELEFONO 3649090

E-MAIL www.saludcapital.gov.co

FORMA DE ADQUISICION DONACION POR CONVENIO

MICROORGANISMO Bacillus subtilis

GENERO Bacillus

ORIGEN — HABITAT Cepas confirmadas por Secretaria de Salud Bogota-Seccion Microbiologia

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL Bogota

AISLAMIENTO

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO 2001

PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos a —70°C con subcultivo en Agar sangre

NIVEL DE SEGURIDAD 1

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido Caldo BHI con 10% de glicerol

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Caracteristicas de las colonias. Pruebas bioquimicas

Grupos Taxonémicos Representados
Porcentaje de
Identificacion por Identificacin | NUMERODE | NUMERO DE NUMERO DE EJEMPLARES
Consecutivo categoria taxonomica Molecular | EJEMPLARES | EJEMPLARES CATALOGADOS
FENOTIPIFICACION CON CATALOGADO CATALOGADOS PRESERVACION
Cédigo PRUEBAS BIOQUIMICAS S PRESEBVAClON AGUA DESTILADA ESTERIL 2 -
MICROORGANISMOS | gigtema rapido BBL Crystal CONSERVACIO Nitrégeno 8°C
N liquido -180°C
Familia | Genero | Especie -70°C
15 100 Bacillus subtilis 100%| 100%| 98% |  -------- 8 5 0
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UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL - AREA CEPARIO
SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

| copIGO |
MICROORGANISMO Penicillium commune
GENERO Penicillium
ORIGEN - HABITAT Cepas obtenidas de muestras de suelo de un taller de mecanica
LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL Bogota
AISLAMIENTO
FECHA / HORA DE AISLAMIENTO
PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos aislados a partir de caldo nutritivo
NIVEL DE SEGURIDAD 1
CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido caldo Saboreaud
PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Caracteristicas de las colonias. Clave dicotoma

Grupos Taxonémicos Representados
Porcentaje de
Identificacién por Identificacion | NUMERO DE | NUMERO DE NUMERO DE EJEMPLARES
Consecutivo categoria taxonomica Molecular EJEMPLARES EJEMPLARES CATALOGADOS
EENOTIPIFICACION CON CATALOGADO CATALOGADOS PRESERVACION
Cédigo PRUEBAS BIOQUIMICAS S PRESERVACION | AGUA DESTILADA ESTERIL 2 -
MICROORGANISMOS CONSERVACIO Nitrégeno 8°C
Familia | Genero | Especie N liquido -180°C
-70°C
15 Paecilomyces formosus | 100%| 100%| 98% |  -------- 0

Codigo GenBank: gi|1233034756|MF671952.1
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| copIGO |
MICROORGANISMO Paecilomyces formosus
GENERO Paecilomyces
ORIGEN — HABITAT
LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL Bogota
AISLAMIENTO
FECHA / HORA DE AISLAMIENTO
PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos aislados a partir de caldo nutritivo
NIVEL DE SEGURIDAD 1
CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido caldo Saboreaud
PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Caracteristicas de las colonias. Clave dicotoma

Grupos Taxonémicos Representados
Porcentaje de
Identificacién por Identificacion | NUMERO DE | NUMERO DE NUMERO DE EJEMPLARES
Consecutivo categoria taxonomica Molecular EJEMPLARES EJEMPLARES CATALOGADOS
EENOTIPIFICACION CON CATALOGADO CATALOGADOS PRESERVACION
Cédigo PRUEBAS BIOQUIMICAS S PRESERVACION | AGUA DESTILADA ESTERIL 2 -
MICROORGANISMOS CONSERVACIO Nitrégeno 8°C
Familia | Genero | Especie N liquido -180°C
-70°C
10 Paecilomyces formosus | 100%| 100%| 99% |  -----—--- 0

Codigo GenBank: gi|1137656094|KY549810.1
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SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

| copIGO |
MICROORGANISMO Pleurotus fossulatus
GENERO Pleurotus
ORIGEN — HABITAT
LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL Bogota
AISLAMIENTO
FECHA / HORA DE AISLAMIENTO
PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos aislados a partir de caldo nutritivo
NIVEL DE SEGURIDAD 1
CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido caldo Saboreaud
PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Caracteristicas de las colonias. Clave dicotoma

Grupos Taxonémicos Representados
Porcentaje de
Identificacién por Identificacion | NUMERO DE | NUMERO DE NUMERO DE EJEMPLARES
Consecutivo categoria taxonomica Molecular EJEMPLARES EJEMPLARES CATALOGADOS
EENOTIPIFICACION CON CATALOGADO CATALOGADOS PRESERVACION
Cédigo PRUEBAS BIOQUIMICAS S PRESERVACION | AGUA DESTILADA ESTERIL 2 -
MICROORGANISMOS CONSERVACIO Nitrégeno 8°C
Familia | Genero | Especie N liquido -180°C
-70°C
15 Pleurotus fossulatus 100%]| 99% | 99% |  -------- 0

Codigo GenBank: gil1182627315|KY962503.1
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