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Resumen

El género Streptomyces es una familia de
bacterias Gram-positiva extendida en una
gran variedad regiones del planeta.
Numerosos estudios han mostrado que tienen
un alto potencial biotecnoldgico, por su baja
patogenicidad y la gran variedad de
metabolitos secundarios que producen
durante su crecimiento. En este estudio se
propuso aislar cepas de Streptomyces con
actividad

celulolitica 'y  lignolitica

respectivamente. Se lograron obtener dos

aislados de bacterias del tipo Streptomyces a
partir de muestras de suelos, fueron
identificados  por sus  caracteristicas
morfoldgicas (Prueba de Gram, analisis de
microscopia electronica, tipo de crecimiento
y presencia de micelio aéreo) y confirmado
con la presencia de geosmina en los cultivos.
La actividad celulolitica fue confirmada
mediante la prueba de papel de filtro,
mientras que la lignolitica con un ensayo de
crecimiento en pasto, decoloracion del azul

de metileno y crecimiento en licor de lignina.
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Los resultados obtenidos confirmaron la
actividad celulolitica SC-1 y lignolitica para
SL-4.

Palabras clave: Celulasas, ligninasas,
actinomicetos, Streptomyces, biotecnologia,

bacterias Gram positivo

Abstract

The genus Streptomyeces is a family of Gram-
positive bacteria spread across a wide variety
of regions around the world. Numerous
studies have shown that they have high
biotechnological potential due to their low
pathogenicity and the wide variety of
secondary metabolites they produce during
growth. In this study, we proposed to isolate
Streptomyces strains with cellulolytic and
lignolytic activity, respectively. Two isolates
of Streptomyces bacteria were obtained from
soil samples. They were identified by their
morphological characteristics (Gram's test,
electron microscopy analysis, growth type,
and presence of aerial mycelium) and
confirmed by the presence of geosmin in the
cultures. Cellulolytic activity was confirmed
by the filter paper test, while lignolytic
activity was confirmed by a grass growth
assay, methylene blue decolorization, and
growth in lignin liquor. The results obtained
confirmed cellulolytic activity for SC-1 and

lignolytic activity for SL-4.

Key words:  Cellulases, ligninases,
actinobacteria, Streptomyces, biotechnology,
gram positive bacteria.
1. Introduccion

El aislamiento de microorganismos con
potencial biotecnolégico es un éarea de
investigacibn muy importante en la
actualidad. El uso de bacterias, hongos y
levaduras para producir metabolitos de
interés comercial, cada vez genera mas
interés en los sectores productivos. Entre los
diversos  tipos de  microorganismos
estudiados resaltan los actinomicetos, que son
una familia de bacterias Gram positiva, que
crecen en numerosos ambientes. El género
Streptomyces esta presente en la naturaleza en
un gran numero de especies, las cuales
difieren entre si sustancialmente en su
fisiologia, actividad bioquimica y morfologia
(Shepherdson, Baglio y Elliot 2023; Komaki,
2023). Este género ha sido ampliamente
estudiado principalmente porque algunas
especies

son responsables de producir

antibiéticos como la Streptomicina vy
antimicoticos como la anfotericina B. En la
actualidad se siguen realizando estudios en
busca de nuevas moléculas que tengan el
potencial para actuar como agentes
antimicrobianos y antifangico (Ayed et al.,
2021; Ekundayo et al., 2022; Kazi et al.,

2022).
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Reportes en la literatura cientifica, han
demostrado que estos microorganismos
poseen un alto potencial biotecnologico,
porgue son termoestables, la mayoria no son
patdgenos y pueden producir una gran
variedad de enzimas de interés comercial.
Entre las enzimas més estudiadas estan las
que degradan el material vegetal, entre ellas
destacan: Celulasas y Xilanasas (Danso et al.,
2022; Ojeda et al., 2022), Lacasa (Gogotya et
al., 2021); Lignina peroxidasa (Batayyib et
al., 2023), Manganeso Peroxidasa (Qin et al.,
2021), entre otras.

En funcibn de la importancia
biotecnologica que tienen las bacterias de este
género, se propuso en este estudio aislar,
identificar y confirmar la actividad catalitica
de cepas de Streptomyces aisladas a partir de
muestras de suelo y compost proveniente de
diferentes zonas de la ciudad de Maracay,
estado Aragua-Venezuela.

2. Materiales y métodos

Recoleccion de las muestras. Las
muestras se recolectaron en diferentes zonas
del municipio Girardot del estado Aragua
Se

aproximadamente 100g de cada muestra en

(Venezuela). recolectaron
bolsas de plastico nuevas, las muestras fueron
conservadas a temperatura ambiente hasta su
procesamiento. La muestra de suelo se

recolectd usando la metodologia propuesta

por Revollo et al., (2012), a una profundidad
de entre 2-5cm en la localidad ubicada a
10°17.260° W 067°34.269".
recolectaron muestras de compost en la
10°17.169° W

También se

ubicada a
067°34.270°".

Aislamiento de las cepas. Las muestras

localidad

fueron tamizadas a través de un tamiz de 2
mm para eliminar particulas grandes vy
materia  orgénica.  Posteriormente, se
sometieron a un tratamiento térmico a 55°C
durante 5 minutos con el objetivo de reducir
la poblacion de microorganismos no
deseados, como hongos y bacterias no
esporuladas. Se realizo la técnica de dilucion
en tubo, suspendiendo 10g de suelo en 90 mL
de Solucion Salina Fisioldgica (SSF) estéril y
realizando diluciones seriadas hasta 107>, se
inocularon 1 mL en medio de cultivo agar de
extracto de levadura y malta, las placas se
incubaron a 28-30°C durante 7-9 dias, tras lo
cual se seleccionaron

aquellas  con

caracteristicas morfoldgicas tipicas de
Streptomyces, como textura seca, apariencia
pulverulenta y pigmentacion distintiva. Las
especies aisladas se conservaron en placas de
agar a 4 °C hasta su uso posterior (Al-Saadi,
Hameed y Jaralla, 2013).

Para la identificacion presuntiva, se
evaluaron las caracteristicas macroscopicas

(morfologia de la colonia, color del micelio y
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pigmentos  difusibles)

mediante tinciébn de Gram (confirmando

y microscépicas

estructuras filamentosas Gram positivas con
cadenas de esporas), en lo que respecta a la
caracterizacion bioquimica, fue determinada
mediante diversas pruebas como la hidrdlisis
de almidén mediante la adicion de Lugol, la
hidrolisis de gelatina para determinar
actividad proteolitica, la deteccién de
produccion de H.S, urea. Adicionalmente, se
llevaron a cabo pruebas de utilizacion de
fuentes de carbono, incluyendo arabinosa,
fructosa, xilosa, manitol, inositol, rafinosa,
sacarosa Yy celulosa, con el fin de determinar
la versatilidad metabolica de los aislamientos.
Este conjunto de pruebas permitio la
identificacion y  caracterizacion  de
Streptomyces, facilitando la seleccion de
aislamientos con potencial biotecnologico
para la produccion de metabolitos bioactivos
(Taddei et al., 2006).
Confirmacion de la naturaleza no
fungica. Para confirmar que las colonias
corresponden a células procariotas, se
prepararon placas que tenian una mezcla del
medio de Sasikumar et al., (2014) y Luria-
Bertani (LB), seguido se les agregd un
antimicético nistatina al 0,1% (Marquez et
al., 2002). Como control positivo se usd una

cepa de Aspergillus niger. Las placas fueron

inoculadas con una asada de micelio aéreo e
incubadas a 35°C por 48h.

Actividad celulolitica. La cepa aislada
fue sometida a pruebas que permitieran
confirmar de manera cualitativa su capacidad
de utilizar la celulosa como sustrato.

Prueba del papel de filtro. Se preparo
un medio minimo semejante al propuesto por
Wongwilaiwalin et al., (2010), suplementado
un trozo de papel de filtro Whatman N°1,
como Unica fuente de carbono. EI medio y el
papel de filtro se colocaron en tubos de
ensayos PYREX de 30 mL con tapas de
baquelita y se sometieron a esterilizacion. Los
medios fueron inoculados con las cepas
previamente aisladas, se colocaron en
incubacion a 35°C hasta observar crecimiento
en los tubos.

Actividad lignolitica. Las cepas aisladas
fueron sometidas a pruebas tanto cualitativas
como cuantitativas para confirmar la
actividad lignocelulolitica de las bacterias
aisladas.

Prueba del crecimiento en pasto. Se
prepard el medio Sasikumar et al., (2014) y
se colocd en tubos de ensayos con tapas de
baquelita. A cada tubo se le coloco una
muestra de forraje (Brachearias sp.) entera 'y
se sometieron a esterilizacion. EI medio y el
material

vegetal una vez que estaban

esterilizados se identificaron y fueron
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inoculados con una suspension de la cepa
aislada y se colocaron en incubacion a 35°C
hasta observar crecimiento en los tubos.
Prueba del azul de metileno. Se preparo
un medio LB y se suplemento con azul de
metileno 25 mg/L semejante al propuesto por
Bandounas et al., (2011). Una vez que
estaban esterilizados se identificaron y fueron
inoculados con las cepas previamente
identificadas, se colocaron en incubacion a
35°C hasta observar decoloracion en la placa
Degradacion del licor de lignina en
cultivo sumergido. Se us6 la metodologia
propuesta por Laura y Castellano (2005), con
modificaciones. El aislado fue sembrado en
un medio Czapeck modificado (NaNOsz 3 g/L,
K2HPO4 1 g/L, MgS04 0,5 g/L, KCI 0,5 g/L,
FeSO4 0,01 g/L), sustituyendo la sacarosa por
glucosa al 1% (p/v) y adicionando licor de
lignina 0,20% (v/p). Las muestras fueron
incubadas a una temperatura de 35 °C, por 7
dias a una agitacion de 150 RPM. Cumplido
el tiempo los tubos fueron filtrados usando
papel de filtro Whatman Nro. 1, el filtrado fue
sometido a un proceso de centrifugacion vy el
sobrenadante  fue analizado en un
espectrofotometro marca BECKMAN DU.
Microscopia electronica. Las cepas
aisladas fueron repicadas en el medio de
(2014) modificado,

enriquecido con extracto de levadura y

Sasikumar et al.,,

peptona, suplementado con 0,25% de
almidon de papa. Se tomé un fragmento de las
esporas del micelio aéreo de cada cepa,
seguido fueron sometidas a un proceso de
deshidratacion, posteriormente recibié varias
cubiertas de oro antes de su analisis. La
muestra fue analizada con un microscopio
electronico marca JEOL modelo JSM-6390
en el laboratorio de microscopia electronica
de la Universidad Simén Bolivar (Miranda-
Venezuela).
3. Resultados y Discusion

Luego de procesadas las muestras de
suelo y compost, dos cepas fueron aisladas las
cuales fueron identificadas en funcion de la
actividad catalitica mostrada por cada una de
ellas. La que tenia actividad celulolitica, se le
identific6 como muestra uno con actividad
celulolitica (M1-C); mientras que la que tenia
la actividad lignolitica, aislada del compost,
se le identific6 como muestra cuatro con
actividad lignocelulolitica (M4-L). Luego de
realizar las distintas fases del proceso de
las  dos fueron

aislamiento, cepas

almacenadas en cultivos de cufia a
temperatura ambiente y a -70°C. En la Figura
1 se presenta una imagen de cada una de estas
cepas.

El crecimiento mostrado por las dos
los actinomicetos,

cepas es tipico de

presentan abundante crecimiento de micelio
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aereo en la superficie donde estan las cadenas
de conidiosporos, forma rugosa y crecimiento
extendido, aun cuando no se aprecia en la
figura las cepas presentaron crecimiento
interno en la placa que segun la literatura
corresponde al micelio vegetal tipico de estas
bacterias filamentosas. Adicionalmente los

dos aislados emitian un olor a tierra mojada

(geosmina) que es caracteristico de los
Streptomyces. A los aislados se les realizé la
tincion de Gram y se observo que el material
celular se tifio de azul-violeta, esto confirma
que ambas bacterias eran Gram positivo.
Como prueba confirmatoria se le realizé un
analisis de microscopia electronica para

observar su morfologia (Figura 1).

Figura 1. Descripcién de las cepas aisladas en este estudio. A) cepa M1-C medio minimo
suplementado con &cido tanico, B) microscopia electrénica de las esporas de la cepa M1-C, C) cepa
M4-L medio minimo suplementado con celulosa y D) microscopia electrénica de las esporas de la

cepa M4-L.
Como se puede observar en las Figuras 1- este tipo de Actinomicetos. Estos hallazgos
B y 1-D las cepas presentan gran similitud pudieran sugerir que los dos aislados

morfolégica entre ellas, que son tipicas para encontrados en este estudio son bacterias del
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género Streptomyces. Se observan largas
cadenas de esporas con forma ovoide unidas
entre si  formando cadenas del tipo
rectiflexibles (Li et al., 2016). En lo que

A niger

respecta al ensayo realizado con el
antimicotico  (Nistanina), el resultado

encontrado se presenta en la figura 2.

Figura 2. Comportamiento de los dos aislados en un medio suplementados con un antifingico
Nistatina. M1-C bacteria con actividad celulolitica y M4-L bacteria con actividad lignocelulolitica

Como se aprecia en la figura, las cepas
aisladas lograron crecer en el medio
suplementado con el antifungico, mientras
que el A. niger no logré proliferar. Este
resultado confirma que los aislados no son

hongos sino bacterias y como presentan

formacion de micelio aéreo se trata de
bacterias del género Streptomyces. Por su
parte los resultados de las pruebas de cultivo
usando medios minimos Yy sustratos

complejos se presentan en la siguiente figura

Figura 3. Cultivo de las dos cepas aisladas usando un medio minimo y una sola fuente de carbono.
(A) corresponde a M1-C con papel de filtro y (B) se trata de M4-L con pasto estéril.
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Asimismo, el comportamiento mostrado
por MC-1 (figura 3-A), revelo su capacidad
para metabolizar el polimero de la celulosa,
debido a que en la figura se observa una
turbidez en el segundo tubo con respecto al
control. Para que el microorganismo pueda
tener acceso a las unidades de glucosa
presentes en el sustrato, se necesita de la
presencia de las enzimas, exoglucanasas (EC
3.2.1.74), (EC 3.2.1.4),
cellobiohidrolasas (EC 3.2.1.91), y g-
glucosidasas (EC 3.2.1.21) (Fatokun et al.,
2016).
actividad celulolitica de SC-1.

endoglucanasas

Estos resultados confirman la

En la literatura se han reportado
diferentes especies de Streptomyces con esta
capacidad hidrolitica. Entre los mas
destacados resaltan el estudio hecho por
Kluepfel, Mondou y Morosoli (1986), que
estudiaron una cepa de S. lividans, capaz de
producir celulasas y xilanasas, Chellapandi y
Himanshu, (2008), quienes evaluaron cepas
de Streptomyces sp productoras de celulasas
y endogluconasas, Prasad, Singh y Bedi
(2013), sobre un S. griseourubens, quienes
caracterizaron las enzimas celuloliticas que
esta especie producia y el de Brito-Cunha et
al., (2015), quienes estudiaron la capacidad
de S. thermocerradoensis para producir

celulasas sobre diferentes sustratos.

En lo que respecta a las pruebas para
confirmar actividad lignocelulolitica (figura
3-B), se observa el crecimiento en el tubo que
tenia medio minimo y pasto estéril lo que
demostrd la capacidad que tiene ML-4, para
poder metabolizar el material vegetal. La
pared vegetal estd constituida por un
complejo entrelazamiento entre la celulosa,
hemicelulosa y lignina que se denomina
lignocelulosa. Este complejo esta
estabilizado por diferentes enlaces tipo éter y
esther entre la lignina y los polimeros de la
celulosa, hemicelulosa y la lignina (Garcia,
1988). Debido a que la bacteria pudo crecer,
se presume que pudo despolimerizar
complejo de la lignocelulosa gracias a la
produccion de enzimas especializadas.

Las enzimas que degradan la lignina son
oxidativas, inespecificas y actian via
mediadores no-proteicos en contraste con las
celulasas y hemicelulasas que son hidroliticas
(Ortiz, 2009). Se ha descrito que las enzimas
que despolimerizan a la lignina lo hacen
mediante procesos de Oxido reduccion
catalizado por una familia de enzimas
integrada por la Manganeso peroxidasa,
lignina peroxidasa y la lacasa (Martinez et al.,
2005). Por esa razén se determind su
capacidad oxido-reductora usando una placa

con azul de metileno (ver Figura 4).
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i

Figura 4. Placas de Petri con azul de metileno. A) corresponde a la placa al momento de inocular
el aislado M4-L. B) corresponde a la misma placa después de 72h de incubacién a 35°C

En la precitada figura, se evidencia que
hubo crecimiento microbiano en la placa y
gue adicionalmente en las zonas cercanas
ocurri6 un cambio de coloracion. Las
ligninasas tienen el potencial de oxidar
colorantes como el azul de metileno
(Bandounas et al., 2011), lo que confirma su
presencia. En este sentido Ferreira-Leitao et
al., (2003) han descrito que la enzima lignina

peroxidasa es capaza de oxidar el azul de

Absorbancia

metileno, produciendo un cambio de color, tal
como se observé en la placa. Esta actividad
enzimatica mostrada por el aislado, fue
reportada para una cepa de un actinomiceto
(Streptomyces ~ viridosporus), en una
investigacion de Ramachandra et al., (1988).

La ultima prueba a la que se sometio el
aislado fue a la capacidad para degradar el
licor de lignina. El resultado se muestra en la

Figura 5.

m

Control Digerido

200 220 240

260 280 300 320

Longitud de onda (nm)

—&—Control —®— Digerido con bacteria

Figura 5. Crecimiento de la bacteria con actividad lignocelulolitica M4-L, en medio Czapeck
(suplementado con glucosa al 1% vy licor de lignina 0,20%), después de 7 dias de cultivo a 37°C/150

RPM.
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En lo que respecta a la prueba de
crecimiento en licor de lignina, se observé
una disminucion en la coloracion del tubo.
Esa reduccion en la coloracion del sistema
cultivado con la bacteria (Figura 5), pudiese
estar asociada a la accion de enzimas de la
familia de las lacasas, que son un tipo de
polifenol-oxidasas, tienen

que como

caracteristica su poca especificidad y
reaccionan con diferentes sustratos naturales
como fenoles, polifenoles, anilinas, aril-
diaminas, fenoles metoxi-sustituidos,
hidroxi-indoles, benzenotioles, entre otros
(Kunamneni et al., 2008).

El potencial catalitico encontrado en
estas dos cepas puede ser de relevancia
biotecnoldgica, debido a que las enzimas que
generan ambos microorganismos, poseen
valor comercial por las diferentes
aplicaciones industriales en la que pueden ser
incorporadas.

4. Conclusion
Se

Streptomyces de las muestras de suelos de la

lograron aislar dos cepas de

region, cada una con caracteristicas

morfologicas diferentes. Las bacterias
demostraron tener actividad celulolitica y
actividad enzimatica para modificar la
lignina, este potencial confirmado de ambos
microorganismos es de gran importancia

biotecnologica para el pais, debido a que la

lignificacion es un problema que afecta a la
ganaderia local, reduciendo la calidad de los
pastos autdctonos que se utilizan para la
ganaderia bovina.
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