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RESUMEN

El aislamiento, seleccién, adaptacién y manipulacién de microorganismos nativos, procedentes de
desperdicios organicos, es una altemativa para evitar la acumulacién y desaprovechamiento de estos materiales
indeseables, porque sirven como fuente de obtencion de cepas microbianas potencialmente productoras de
enzimas industriales y/o a su vez como sustrato, para que estos mismos organismos puedan transformarlos
en compost 0 abono organico. En el presente trabajo se aislaron, purificaron y evaluaron 39 cepas nativas
de microoganismos con potencial actividad celulolitica, a partir de desechos organicos del sector urbano y
rural, procedentes de la Planta de Compostaje del municipio de Marinilla, Antioquia. Ellos fueron previamente
seleccionados y posteriormente sometidos a una degradacién aerobia o compostaje.

Las cepas microbianas se aislaron en un medio selectivo con carboximetilcelulosa (CMC), de las
fases mesdfila, termofila, enfriamiento y maduracién del proceso de compostacion. El 82% de las colonias
obtenidas fueron identificadas tentativamente como Bacillus por su morfologla y por su reaccién a la coloracion
de Gram. La poblacidn fungica unicamente se evidenci6 durante la fase de enfriamiento. Posteriormente se
procedi6 a evaluar de forma cualitativa, la potencial actividad celulolitica en medio sélido a través de la
coloracién con rojo Congo, con el que se evalio la actividad B-endoglucanasa a través de la formacién de zonas
clarificadas. Dicha tincién se hizo en dos medios con CMC con y sin glucosa. Se observé que el 33.3% de los
organismos aislados produjeron la enzima en ambos medios, sin embargo el 25.6% de los microorganismos, no
evidenciaron la producci6n de ésta enzima, y s6lo el 15.8% no requirieron el inductor para produciria.

PALABRAS CLAVE: Compostaje, Microorganismos Celuloliticos, Endoglucanasas, Rojo Congo

ABSTRACT

The isolation, selection, adaptation and handling of native microorganisms, coming from organic
waste, is an alternative to avoid the accumulation and the lack of the proper use of these undesirable
materials. This organic waste is a source for obtaining microbial strains which are potentially producers of
industrial enzymes and, at the same time, it works as substrate so that these organisms can transformit into
compost or organic manure. In this work, 39 native strains of microorganisms with potential cellulolytic
activity, coming from the organic waste of the urban and rural sector, from the Compostage Plant of Marinilla
(Antioquia) municipality, were isolated, evaluated and purified. The waste was previously selected and then
submitted to an aerobic degradation or compostage.

The microbial strains were isolated in a selective medium with carboxymethyl cellulose (CMC), of the
phases mesophile, termophile, cooling and maturation of the compost process. Eighty-two percent (82%)
of the obtained colonies were identified, in principle, as Bacillus, because of their morphology and their
reaction to the Gram coloration. The fungi population was seen only during the cooling phase. Then, the
potential cellulolytic activity was evaluated qualitatively in a solid medium with the Congo Red coloration,
with which the R-endoglucanase activity was evaluated through the formation of clarified zones. Such
staining was applied in two mediums with CMC with and without glucose. It was observed that 33.3% of the
isolated organisms produced the enzyme in both mediums; however, 25.6% of microorganisms did not
show the production of this enzyme, and only 15.8% did not require the inducer to produce it.
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Geséifm Y

Volumen 6 - No 2 - 2003 Awbiente

10

Olga Inés Montoya C.*

1. Ingenlera Quimica candidata a
Magister en Blotecnologia,
Docente Ocaslonal Escuela de
Quimica.

2. Quimico Magister en Clencia y
Técnicas del Carbon, Profesor
Asoclado Escuela de Geoclenclas
3. Quimico Magister en Clenclas
Quimicas, Profesora Aslstente de
la Escuela de Quimica
Universidad Naclonal de Colombla,
Sede Medellin.

4. Magister en Microblologia,
Profesora de la Escuela de
Blociendas.

Grupo de Investigacion
Biotecnologia Microblana.
Universidad Nadional de Colombia,
Sede Medellin.

mjarami1@unalmed.edu.co

0

e


mailto:mjaramil@unalmed.edu.co

Investigacién

1. INTRODUCCION

Los desechos organicos, sin importar su procedencia son fuente de contaminacion
ambiental. Estos desechos estdn compuestos de material putrescible como desperdicios de
vegetales y frutas, que en la mayoria de los casos son biodegradables; esta biotransformacion
se da en forma natural, pero también pueden inducirse por medio de tecnologias modernas en
las cuales se utilizan microorganismos de accién dirigida (Jagnow y Dawid, 1999).

E!l compostaje es un proceso dinamico donde se combinan las actividades metabdlicas de
una gran variedad de poblaciones microbianas como bacterias, hongos y actinomicetos, que actian
sobre sustratos tales como desechos organicos de origen doméstico, agricola e industrial, y los
convierten en productos de mayor valor agregado que se utilizan como abonos organicos o compost
(Sharman et al.,1999). Sin embargo, estos son procesos que aunque ocurren en forma natural, son
muy lentos, generandose otro problema debido a la acumulacion de los desechos por periodos
largos de tiempo (Neuhauser, et al., 1988). Las soluciones que se han dado son muy diversas,
pero muchas de ellas han sido a su vez muy cuestionadas, porque se constituyen en un nuevo
problema que se debe resolver en un corto plazo. Una alternativa que ha tomado mucha fuerza en
el mundo, ha sido el empleo de microorganismos celuloliticos que aceleran la degradacién de los
desechos ricos en celulosa, por medio de sus enzimas (Bengtsson et al, 1998).

A escala mundial, son los paises desarrollados quienes mas se han interesado en
solucionar los problemas que generan los residuos sélidos, convirtiéndose en prioridad para
ellos, ya que existen legislaciones sobre manejo adecuado de tales residuos, para que no
causen impactos negativos sobre el ecosistema; es por ello que en dichos paises, las plantas
de compostaje son comunes (Mitchell, 1993). Simultdneamente cuentan con laboratorios
microbiol6gicos de mucho prestigio, que tienen a su cargo la investigacion de la microbiota
aislada de los bioprocesos para identificarla, reproducirla y otorgarle propiedades especiales
que garanticen una degradacion 6ptima de los desechos.

En Colombia el compostaje se realiza a pequefa escala, es decir, no se ha explotado
econémicamente y mucho menos para disminuir el impacto ambiental que generan los desechos.

En el municipio de Marinilla, Antioquia, se han adelantado programas de reciclaje, con buena
acogida por parte de sus habitantes; esto ha facilitado el establecimiento de un programa de compostacion
que aun se realiza en forma natural. Es por lo tanto necesario aislar nuestras propias cepas microbianas,
y definir las condiciones 6ptimas de sus actividades celuloliticas para beneficio de la region, porque ellas
representan una altemativa dentro de las denominadas tecnologias limpias y econémicas.

En el presente trabajo, se aislaron cepas nativas celuloliticas aerobias durante las
diferentes etapas de un proceso de compostaje de residuos organicos, provenientes de los
sectores rural y urbano del municipio de Marinilla, Antioquia.

La evaluacion de la actividad celulolitica cualitativa se hizo mediante la coloracién del
rojo Congo. Con ello se pretendié determinar cuales de los microorganismos aislados,
presentaban la capacidad para excretar al medio las endo-B-glucanasas, enzimas que hidrolizan
en forma aleatoria los enlaces B- glucosidicos al interior de la molécula de celulosa. Se emple6
la carboximetilcelulosa como fuente de carbono en los medios que se utilizaron para la seleccién.
La siguiente reaccion representa la forma de accion del colorante sobre los glicésidos:
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1. Toma de Muestra

El muestreo de los residuos organicos se realizo en la Planta de Abonos del municipio de
Marinilla, Antioquia. En este lugar los desechos organicos provenientes del sector doméstico y
rural, son previamente organizados en camas, para facilitar su manipulaciéon en el momento de
hacer los volteos periédicos, procedimiento de aireacién necesario para la obtenciéon de un compost
de buena calidad (Tchobanoglous, 1998)

Las muestras en cada una de las fases del proceso del compostaje (mesdfila, terméfila,
enfriamiento y maduracién), se tomaron del centro de la cama, de acuerdo a un diagrama de
temperatura elaborado en la Planta, en el que previamente se habian identificado las diferentes
etapas. La primera muestra correspondi6 al material fresco que se tomé a temperatura ambiente
(mesdfila), la segunda muestra (termdfila) tuvo una diferencia de cuatro dias con respecto a la
primera fase (mesofila), la tercera (enfriamiento) de 16 dias con respecto a la segunda y la cuarta
(maduracion), 26 dias con respecto a la tercera y 46 dias con respecto al tiempo cero. La cantidad
de muestra recogida fue de un kilo. La Tabla 1 presenta las diferentes temperaturas de muestreo
y su relacion con la temperatura ambiental. Es importante anotar que las pruebas de temperatura
se hicieron a la misma hora (11:30 a.m.).

Fase Tambiente °C T muestra °C
Mesofila 19.0 19.0
Termoéfila 20.9 534
Enfriamiento 16.0 41.2
Maduracion 20.0 20.0

2.2, Tratamiento de las Muestras

Se procedié de acuerdo al método de recuento de diluciones sucesivas (Collins y Lyne,
1989): 10 gramos de la muestra se diluyeron en 90 ml de agua destilada, correspondiendo a la
dilucién 10'. De esta solucion se toméd un mililitro (1 ml) y se le adicionaron 9 ml de agua
destilada, esta fue la dilucion 102. Este proceso se repitid sucesivamente hasta obtener las
diluciones 103,10+, 10, 10° y 107, partiendo siempre de la Gltima solucién preparada .

2.3. Inoculacién, Aislamiento y Purificacion

Con el fin de obtener los microorganismos tipicos celuloliticos que se desarrollaron en el
compostaje, se procedié a inocular por duplicado, las diluciones de las muestras preparadas,
utilizando un medio de cultivo selectivo a base de carboximetilcelulosa (CMC), con la siguiente
composicién: 0.5g de CMC, 0.1g de NaNO,, 0.1g de K,HPO,, 0.1g KCL, 0.05g de extracto de
levadura, 0.05g de MgSO,, 0.1g de glucosa, 100 ml de H,O destilada y 1.7% p/v de agar (Apun,
1995).

* Para hongos, las tres primeras diluciones 10! a la 10, se inocularon e incubaron a temperatura
ambiente; se observo su crecimiento entre los dias siete (7) y ocho (8).

* Para bacterias y levaduras, las diluciones 10“ a la 107 se inocularon e incubaron durante 24
horas, de acuerdo a las temperaturas de las fases en las cuales se tom6 la muestra.

Finalmente, los microorganismos aislados se purificaron siguiendo el método de agotamiento
en placa (Collins y Lien, 1989) y utilizando el mismo medio selectivo con CMC, hasta obtener un
solo tipo de colonia por microorganismo aislado.
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2.4. Evaluacion Cualitativa de la Actividad Celulolitica

Una vez aisladas y purificadas las cepas microbianas, se procedi6 a escoger las que
presentaron actividad celulolitica, mediante la prueba de coloracién del rojo Congo, que permite visualizar
la CMC remanente en el medio, por la formacién de halo alrededor de la cepa, el cual se puede medir.
Con este colorante se determiné la actividad celulolitica B-1,4-glucosidasa del complejo de celulasas.

Con el fin de estimular el crecimiento microbiano, se inocularon e incubaron las cepas en
medio CMC liquido por 24 horas. Luego se sembraron e incubaron en medio CMC s6lido durante
48 horas. Para visualizar las zonas de hidrélisis o clarificacion en el medio, se afiadié a cada
cultivo microbiano, una solucién de rojo Congo al 0.1% p/v, por 15 minutos y para revelar las
zonas, se lavé con una solucion de cloruro de sodio 1M durante 10-15 minutos, e inmediatamente
se midié el diametro del halo alrededor de la colonia (Magnelli et al., 1997).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Microorganismos Aislados en las Diferentes Fases del Compostaje

El compostaje como todo proceso dinamico biolégico, presenta diferentes poblaciones
microbianas, de modo que en cada momento se generan y multiplican mas rapidamente unas
poblaciones con respecto a otras; cuando las condiciones dejan de ser idéneas para una
determinada poblacién, sus miembros mueren y ceden su lugar a otras nuevas (Stutzenberger, et
al., 1970). Por esto dependiendo de la fase del proceso, se pueden encontrar diferentes especies
microbianas como las que se describen en este trabajo.

En la Tabla 2 se reportan los microorganismos aislados en las diferentes fases del compostaje
y en la Figura 1 se representa esta misma informacion. La mayoria de las colonias fueron
identificadas tentativamente como Bacillus por su morfologia y por su reaccién a la coloracion de
Gram. Este resultado fue comparable al reportado por McDonald et al. (1998).

Tab Microorganismo Mesobfila Terméfila Enfriamiento Maduracién Total

abla 2. :

Cepas alsladas en las diferentes Bacilo Gram + 1 9 3 7 20

fases del compostaje  Bacilo Gram - 2 2 1 3 8

Bacilo Gram variable 1 0 2 1 4
Coco Gram + 1 0 0 0 1
Levaduras 2 0 0 0 2
Hongos 0 0 4 0 4
Total 7 11 10 11 39
Fase Mesdfila

Esta primera fase se caracteriza cominmente por la presencia principaimente de bacterias,
debido a su gran capacidad para reproducirse y algunos hongos (Paul y Clark,1990).

En esta investigacion se encontré predominio de las bacterias del género bacilos (de siete
microorganismos aislados, cuatro corresponden a éste género). Los organismos presentes en
esta etapa se caracterizan por su capacidad para degradar los residuos ricos en carbohidratos
facilmente degradables, bajo condiciones de temperatura ambiente, requisito muy importante por
su termosensibilidad (Van Elsas et al, 1997)

Fase Termofila

El répido aumento de la microbiota y el alto consumo de carbohidratos sencillos de la fase
mesodfila, induce a un incremento en la temperatura del sustrato (desechos organicos). En la
literatura se reporta que los organismos mesdfilos son desplazados por las condiciones que se
generan en el medio y los termdfilos se activan para degradar pectinas, hemicelulosa y celulosa
(Jagnow y Dawid, 1999).
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Mesdfila

Termodfila  Enfriamiento  Maduracién

B Bacilos gram-positivos OBacilos gram-negativos
B Bacilos gram- variables O Cocos gram-positivos
B Levaduras OHongos

Se observo en esta etapa, la presencia de un nimero mayor de bacterias gram-positivas
(nueve de 11 cepas aisladas) que superaron a las gram-negativas (dos). No hubo evidencia de la
presencia de hongos celuloliticos.

Fase de Enfriamiento

En esta fase la temperatura disminuye hasta llegar nuevamente a la del ambiente, y segin
estudios realizados, el proceso continta gracias a organismos esporulados y actinomicetos
(Herrmann y Shann, 1997).

Esta es la unica fase donde se aislaron hongos (cuatro cepas). Su presencia seguramente
contribuye o sinergiza la acciéon de los bacilos también presentes en esta etapa, donde aun se
encuentran compuestos que hasta el momento no se habian podido degradar por completo, como
son la celulosa y la lignina.

Fase de Maduracion

Esta fase es de suma importancia porque la fitotoxicidad del compost se ha asociado con
lainmadurez del producto, debido a la formacién de acidos organicos durante los primeros estados
del proceso del compostaje (Benito et al, 2003).

Como en las demas fases, los bacilos fueron las especies dominantes, siete gram-positivos
y tres gram-negativos.

Aunque en |a literatura se reporta que en esta etapa abundan los hongos (Jagnow y Dawid,
1999), en este trabajo no se aislaron. Una explicacion a este hecho es que se han agotado los
sustratos celuloliticos en la fase anterior y el medio de cultivo que se utilizé para aislar los
microorganismos, tenia como fuente de carbono carboximetilcelulosa. Asi que los hongos que se
aislaron previamente fueron celuloliticos y al agotarse la celulosa, ellos desaparecieron.

3.2. Porcentajes de Microorganismos Aislados

Las bacterias debido a su tamaiio, entre 0.5 y 1.5 micras de ancho por 10 micras de largo,
presentan una relacién superficie/volumen muy alta, que les permite colonizar rapidamente los
sustratos para metabolizarlos (Paul y Clark, 1990).

En esta investigacion se aislaron 39 cepas microbianas y se observé que las bacterias del
género Bacillus (32 cepas), siempre estuvieron durante todas las fases de! proceso degradativo,
representando el 82% de los microorganismos totales, 94.5% de las bacterias; ademas, el 50%
de ellas, present6 formacion de esporo. Los hongos representaron solo el 15%, con una presencia
modesta de levaduras, 5%. En la Figura 2 se ilustra esta informacion.
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;M Bacilo gram-positivo [ Bacilo grém-nega ivo

Figura 2. R . .
Porcentajes de microorganismos ? M Bacilo gram-variable OO Coco gram-positivo
alslados 7 M Levaduras B Hongos

3.3. Actividad Celulolitica

Los microorganismos aislados se inocularon en medio CMC en ausencia y presencia de
glucosa, para observar su comportamiento y poder comparar mejor sus actividades. La
concentracion de glucosa fue muy baja (1%) y su funcién no es precisamente servir de fuente de
carbono, sino de estimulador (iniciador) de la actividad (Bhat, 2000).

La actividad celulolitica cualitativa se midié con el rojo Congo, con el que se pudo observar
la actividad endoglucanasa a través de la formacion de zonas clarificadas o halos.

En la Figura 3 se resumen los resultados obtenidos de la actividad celulolitica endoglucanasa
de las cepas microbianas seleccionadas.

* Se analiz6 la actividad enzimatica de cuatro bacilos, un coco y dos levaduras aislados en la fase
mesdfila. Sélo un bacilo y un coco gram-positivos, no exhibieron actividad, aunque fue evidente
su habilidad para crecer en los medios selectivos (con CMC). De los dos bacilos gram-negativos
encontrados, Meso 7 manifestd una gran capacidad celulolitica en presencia y ausencia de
glucosa, y fue el tnico microorganismo mesofilo que mostréd actividad en ausencia de glucosa,
indicando una gran adaptacién a cualquiera de los dos medios; ademas, su halo en el medio
con glucosa fue el de mayor tamanio dentro de esta fase (2.7 cm). Es de destacar que ninguno
de los bacilos gram-positivos producen endosporas.

» Enla fase termofila, todos los microorganismos aislados fueron del genero Bacillus. Seis cepas
no presentaron actividad celulésica, la T9 y T10 ademas, se clasificaron como gram-negativas.
Dos cepas, la T2 y T4, mostraron actividad celulolitica en el medio sin glucosa. Las cepas T1,
T3y T8, presentaron actividad en medios con y sin glucosa. Es importante destacar la cepa T1
por su capacidad para adaptarse a los medios utilizados, formando una zona de hidrélisis de
2.5 cm, en presencia o ausencia de glucosa. Podria decirse que estos microorganismos no
requieren del monosacarido como inductor del proceso hidrolitico (Bhat y Bhat,1997). Todos
los bacilos gram-positivos fueron productores de endosporas. La formacién de estas estructuras
protectoras es el producto del acondicionamiento de los organismos a las condiciones térmicas
que presenta esta fase (EL-Din et al., 2000).

* Todas las cepas de la etapa de enfriamiento, hidrolizaron la carboximetilcelulosa del medio: E1,
E2 y E3 manifestaron su actividad en los medios con y sin glucosa, ES y E6 (bacilos gram-
positivos esporulados), requirieron del inductor, mientras que E4 no preciso de él.

* Enla maduracion, ultima fase del proceso, seis cepas Mad 1, Mad 3, Mad 6, Mad 8 (productores de

) endosporas), Mad 9y Mad 10, degradaron la CMC en los dos medios probados, los bacilos formadores

de esporo Mad 3 se distinguieron en su grupo, por presentar mayor capacidad de hidrélisis enzimatica.

g ()) Mad 4 y Mad 7, no evidenciaron actividad. Los bacilos gram-negativos de esta etapa, no manifestaron
(' ] una actividad importante (Mad 5, Mad 7 y Mad 8), posiblemente por su mecanismo de accién para
acceder a los nutrientes. Su membrana externa no es permeable a enzimas o a otras moléculas de

Gestion y “No2-
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gran tamario, de hecho una de sus principales funciones puede ser la de mantener determinadas
enzimas que se hallan en el exterior de la membrana citoplasmatica, evitando su difusion hacia el
entorno. Estas enzimas se encuentran en una regién denominada periplasma, por lo que no exhiben
actividad c%llljlolitica (Glazer y Nikaido, 1995).

Mad 11 (-)
Mad 10 (+)
Mad 9 (v) O medio sin glucosa
Mad 8 (+) M medio con glucosa
Mad 6 (+)
Mad 5 (-)
Mad 3 (+) :
Mad 2 (+) Mad: microorganismos de la fase de
] maduracién
M
ad 1) E: microorganismos de la fase de
Eé(+) enfriamiento
T: microorganismos de fase termdfila
ES5(+) Meso: microorganismos de la fase
E4(v) 1 5 mesofila
2 ] +: bacilos gram-positivos
o E3(-) -: bacllos gram-negativos
6 v: bacilos gram variables
E2(v) L: levaduras
El(+)
18 (+)
T4(+)
T3 () |
12(+) | e
T1(+)
Meso 7 (-) -
Meso 6 (v)
Meso S5 (-)
Meso 2 (L)
Meso 1(L)
0 0.5 1 1.5 2 2,5 3

HALO HIDROLITICO (cm)

Al analizarse los resultados obtenidos durante todo el proceso de compostacion, se observé
que el mayor niimero de organismos celuloliticos fueron del género Bacillus gram-positivos. Sin embargo,
el 25.6% de los organismos aislados, no evidenciaron actividad celulolitica. Posiblemente ocurrié una
inactivacién en el mecanismo de produccién enzimatica, debido a los sucesivos repiques a los que se
sometieron o, son cepas que requieren de un periodo de adaptacién mayor (Umikalsom et al, 1997).

4. CONCLUSIONES

Durante el proceso de compostaje se aislaron 39 cepas microbianas con potencial actividad
celulolitica, observandose el predominio del género Bacillus (82%). ElI 50% de las cepas bacterianas
tienen capacidad de formar endosporas.

Los Bacillus gram-positivos (51%) predominaron sobre los gram-negativos (21%); de estos
ultimos solamente uno (Meso 7), se reportdé como celulolitico, mostrando una notable actividad
tanto endo como exoglucanasa.

Los procesos de compostaje requieren de una accién concertada de diferentes especies

Gestion y
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microbianas, donde cada una tiene una accién definida y en ocasiones complementaria o sinérgica.
Por esto el estudio de los microorganismos que actian en cada una de las fases de la
biodegradacién de los desechos celuloliticos, permite la seleccién de cepas con diferentes tipos
de actividades celuloliticas, que pueden contribuir al aceleramiento de una etapa en particular,
disminuyendo el tiempo de transformacion.

Las cepas nativas microbianas celuloliticas aisladas del proceso de compostaje, presentaron
actividad endoglucanasa. Estos aislamientos son el primer paso en la implementacién de una
tecnificacion de los procesos de biorremediacién, porque permiten identificar cada uno de los
microorganismos involucrados, a los que luego se les pueden determinar las condiciones 6ptimas
de desarrollo. Un posible cultivo a gran escala, se emplearia en el aceleramiento de la compostacion.
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