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RESUMEN

El volumen de desechos orgéanicos generados por la agroindustria ha superado su capacidad de biodegra-
dacion natural, generando problemas de acumulacion y contaminacion en diversos ecosistemas. Por lo que
disefiar estrategias que permitan la bioconversion de estos residuos, para disminuir su impacto ecoldgico
constituye un reto desde el punto de vista biotecnologico. En este sentido, la busqueda de microorganismos
capaces de utilizar estos residuos como nutrientes, para la produccion de metabolitos con valor agregado
resulta de interés. En la presente investigacion, se planted como objetivo aislar uno o mas microorganismos
ambientales, a partir de una muestra de pasto Brachiaria spp., identificarlos y determinar su capacidad lig-
nocelulolitica. Para ello, se realiz6 una caracterizacion cultural macro y microscopica en medios Czapeck y
papa dextrosa agar (PDA); asi como pruebas de crecimiento en presencia de papel de filtro, celulosa micro-
cristalina y licor de lignina, utilizando el medio Czapeck. Se logré aislar una cepa, la cual fue identificada
como Aspergillus niger y las pruebas de crecimiento confirmaron su capacidad de utilizar la celulosa y la
lignina como fuente de carbono, demostrando su actividad lignocelulolitica. Esta especie, A. niger, es de
gran importancia desde el punto de vista industrial, debido a la gran cantidad de metabolitos que es capaz de
producir, entre los que destacan el 4cido citrico y una amplia gama de enzimas, entre ellas la glucosa oxida-
sa. En consecuencia, los hallazgos obtenidos abren un abanico de posibilidades sobre los usos de esta cepa
en la bioconversion y aprovechamiento de residuos vegetales, los cuales deben ser explorados en futuras
investigaciones.

Palabras clave: Aspergillus niger, Brachiaria spp., celulasas, lignilasas.

SUMMARY

The volume of organic waste generated by agribusiness has exceeded its natural biodegradation capacity,
generating accumulation and contamination problems in various ecosystems. Therefore, designing strate-
gies that allow the bioconversion of these wastes to reduce their ecological impact constitutes a challenge from a
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biotechnological point of view. In this sense, the search for microorganisms capable of using these residues
as nutrients for the production of metabolites with added value is of interest. In the present investigation,
the objective was to isolate one or more environmental microorganisms, from a Brachiaria spp. Grass sam-
ple, identify them and determine their lignocellulolytic capacity. For this, a macro and microscopic cultural
characterization was performed in Czapeck and potato dextrose agar (PDA) media; as well as growth tests
in the presence of filter paper, microcrystalline cellulose and lignin liquor, using Czapeck medium. It was
possible to isolate a strain, which was identified as Aspergillus niger, and growth tests confirmed its ability
to use cellulose and lignin as a carbon source, demonstrating its lignocellulolytic activity. This species, A.
niger is of great importance from an industrial point of view, due to the large number of metabolites it is
capable of producing, among which citric acid and a wide range of enzymes, including glucose oxidase,
stand out. Consequently, the findings obtained open up a range of possibilities on the uses of this strain in

bioconversion and use of plant residues, which should be explored in future research.

Keywords: Aspergillus niger, Brachiaria spp., cellulases, lignylases.

INTRODUCCION

La lignocelulosa es el principal componente
de la estructura vegetal y estd constituida por tres
tipos de polimeros celulosa, hemicelulosa y lignina,
que estan fuertemente unidos por enlaces quimicos
no covalentes y covalentes entrecruzados (Pérez
et al.,, 2002). La descomposicion de la biomasa
lignocelulosica en los ecosistemas, es llevada a cabo
por microorganismos saprofitos, a fin de mantener el
equilibrio de los mismos, y cumplir con los ciclos del
carbono y de otros nutrientes (Martinez et al., 2005).
Estos son capaces de hidrolizar dichos polimeros
y transformarlos en azucares de 5 y 6 carbonos,
gracias a procesos bioquimicos catalizados por el
conjunto de enzimas denominadas lignoceluloliticas
(Grijalva, 2013). Entre los microorganismos capaces
de realizar esta bioconversion en la naturaleza,
destacan los géneros bacterianos Streptomyces,
Thermomonospora y Thermobifida (Ramirez &
Coha, 2003) vy, entre los fungicos Chaetomium,
Fusarium, Myrothecium, Trichoderma, Penicillium
v Aspergillus (Sanchez, 2009; Grijalva, 2013).

La actividad agricola, agroindustrial y forestal,
generan grandes volimenes de residuos organicos,
los cuales superan la capacidad de biodegradacion
natural y su acumulacion ocasiona problemas de
contaminacion ambiental (Grijalva, 2013; Llenque-
Diaz et al.,, 2015; Pifia-Guzméan et al., 2016).
Adicionalmente, muchos de estos residuos suelen ser
eliminados por medio de la quema, lo que impacta
negativamente el ambiente (Grijalva, 2013) y genera
serios problemas de salud publica por enfermedades
de indole respiratorio.

Por ello, surge la necesidad de implementar
estrategias que permitan el aprovechamiento de este
tipo de material, con los consecuentes beneficios
econémicos y ambientales (Pifa-Guzman et al.,
2016). Existen trabajos que demuestran la factibilidad
de producir celulasas utilizando el bagazo de cana
de azucar, a partir de hongos del género Aspergillus
(Escudero et al. 2013, Llenque-Diaz et al. 2015), asi
como el cultivo del hongo comestible Pleurotus spp.,
sobre rastrojos de arroz y de trigo (Kumari & Achal
2008, Pina-Guzman et al. 2016); con resultados
exitosos logrando altos rendimientos a bajos costos.

En este sentido, la busqueda de especies
capaces de utilizar estos residuos, constituye una
herramienta fundamental para garantizar el éxito
de los procesos de bioconversion. Por tal motivo, el
objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar
un microorganismo ambiental con capacidad
lignocelulolitica a partir de una muestra de pasto
Bracharia spp.

MATERIALES Y METODOS

1. Muestreo: Se colectd material vegetal de la
especie Bracharia spp, cultivado en los campos
del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INTA), ubicado en el sector El Limo6n del Municipio
Mario Bricefio Iragorry del Estado Aragua
(N10°17.226"; W 067°37.457'a una elevacion de
478m). Se tomaron muestras de hojas secas a nivel
del sueloy se colocaron en bolsas estériles herméticas
para ser trasladadas al laboratorio, de acuerdo con lo
establecido por Laura & Castellanos (2009) para la
toma de muestras vegetales en descomposicion.
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2. Aislamiento del microorganismo: El material
vegetal fue cultivado en un medio para Streptomyces
propuesto Kluepfel et al. (1986), constituido por
K2HPO4 (1,4 g/L), KH2PO4 (2,5 g/L), (NH4)2S04
(10 g/L), CaClI2 (0,3 g/L), MgSO4 (1 g/L), extracto
de levadura (1 g/L) y peptona (2 g/L). El tiempo de
incubacion fue de 7 dias a 30 £ 1°C, bajo agitacion
continua a 150 rpm. A partir de esta suspension se
procedi6 a tomar volumenes para hacer diluciones
seriadas hasta 10-8 y cultivarlas en placas (Ramirez
& Coha, 2003). Para este fin se us6é el medio
Czapeck, constituido por sacarosa (30g/L), NaNO3
(3g/L), K2HPO4 (1g/L), MgS0O4 (0,5g/L), KCl
(0,5g/L), FeSO4 (0,01g/L), con la adiciéon de agar
2,5% y celulosa microcristalina 1,0%. Las placas
fueron incubadas a 30°C hasta observar crecimiento
de colonias entre 2 a 7 dias.

3. Identificacion Morfolégica: Las colonias
aisladas fueron sembradas en placas con medio
Czapeck y Papa Dextrosa Agar (PDA), para
proceder con la identificacion mediante las
técnicas de identificacion morfoldgica tradicional.
Se emplearon claves taxonOmicas para el género
Aspergillus segin Raper & Fennell (1965) y Gams
et al. (1985), junto a las técnicas micrométricas para
la medicion de estructuras tipicas diferenciales en
el género. También se hicieron observaciones de
las estructuras a nivel de microscopio electronico
(marca JEOL modelo JSM-6390) en el Laboratorio
de Microscopia Electronica de la Universidad
Simon Bolivar (Miranda-Venezuela). Se evaluaron
caracteristicas del crecimiento tales como el color
de la colonia en el anverso y el reverso, la textura, el
crecimiento lineal (cm/dia), el crecimiento aéreo y
la pigmentacion del sustrato.

4. Confirmacion de la
lignocelulolitica:

4.1. Actividad celulolitica: Se realizé la prueba
de crecimiento sobre papel de filtro, siguiendo la
metodologia planteada por Ramirez & Coha (2003).
Se prepar6 un medio con las sales del medio Czapeck
y se sustituy6 la celulosa por una tira de papel de
filtro estéril (Whatman nro. 1), como Unica fuente de
carbono. Se prepararon dos tubos, uno de los cuales
fue inoculado con el microorganismo y el otro no, a
fin de usarlo como control negativo. Se incubaron
bajo agitacion continua (150 rpm) a 30°C durante
10 dias, con observacion diaria. La formacioén de
estructuras celulares visibles, fueron el indicativo

actividad

de la capacidad de producir celulasas. El ensayo se
realizé por duplicado.

4.2. Actividad lignolitica: Se realiz6 wuna
determinaciéon cuantitativa fundamentada en los
procedimientos descritos por Lara et al. (2003),
Gonzalez etal. (2007) y Laura & Castellanos (2009).
Se preparo6 el medio Czapeck con adicion de 1% de
glucosa y 1% de licor de lignina y fue incorporado
en dos tubos de los cuales, uno fue inoculado con
el microorganismo y el otro no (control negativo).
Se incubaron a 30°C bajo agitacion continua (150
rpm) durante 15 dias. Posteriormente, el caldo
de cultivo fue separado del micelio por filtracion
y centrifugacion (5300 rpm / 30 minutos). Al
sobrenadante se le determind el espectro de absorcion
en un rango entre 200 y 300 nm. El experimento se
realizé por duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Aislamiento e Identificacion

A partir de los cultivos en medios selectivos
se logro aislar una colonia que presentd un rapido
desarrollo en los medios Czapeck y PDA, ya a los
7 dias habia cubierto la zona de la placa donde fue
inoculado. Entre las caracteristicas macroscopicas
observadas se puede mencionar que el color inicial
era blanco y al transcurrir los dias se oscurecieron
hasta tefiirse totalmente de negro; la textura fue
de aspecto polvoriento-granular y al reverso se
observo de color crema (Figura 1). En relacién a las
caracteristicas microscopicas, se observo la cabeza
conidial radiada y de forma globosa, de color pardo
a negro, conidioforos lisos, hialinos o ligeramente
pardos cerca del apice, de 2,00 x 16 um. La célula
metula de forma conidial fidlidica biseriada, con
una longitud 8,00 x 3,0 um. Los conidios de forma
globosa, de color marrén a negro y rugosos, de 4,0-
5,0 mm de didmetro (Figura 2). Dichas caracteristicas
son tipicas a las reportadas para hongos del género
Aspergillus, especificamente para Aspergillus
niger (Raper & Fennell 1965, Gams et al. 1985),
concluyendo que esta fue la especie aislada.
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Figura 1. Colonia aislada cultivada en medio
Czapeck.

del

Caracteristicas
microorganismo aislado. Imagenes (A) y (B)
captadas con microscopio 6ptico a 100X. Imégenes
(C) y (D) captadas con microscopio electronico de
tramitancia 1000X.

Figura 2. microscopicas

De acuerdo con Schuster et al. (2002), esta especie
pertenece a un género de hongos filamentosos,
capaces de crecer sobre la materia organica, que
comunmente habitan en el suelo, material vegetal en
descomposicion y en el compost. Sin embargo, las
especies de este género se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza, gracias a la facilidad
de dispersion de sus conidios y a su pequefio tamafio,
pueden permanecer en suspension en el ambiente durante
un largo periodo de tiempo, pudiéndose aislar de una gran
variedad de sustratos y ambientes (Abarca, 2000).

Otros trabajos como el de Laura & Castellanos
(2009), reportaron un aislamiento de cepas de este
género Aspergillus, a partir de la planta forrajera
Calamagrostis nitidula Pilg. La cual, al igual que
Bracharia, es utilizada para la alimentacion animal
en Peru. Los investigadores tomaron muestras tanto
material vegetal erguido como en descomposicion.

A nivel biotecnologico e industrial, A. niger es
una especie de gran importancia, debido a la gran
cantidad de metabolitos que se producen a partir
de ¢l. Entre los que se pueden mencionar el acido
citrico, el acido gluconico, asi como una gran
cantidad de enzimas como pectinasas, proteasas,
catalasa y glucosa oxidasa (Schuster et al., 2002;
Zoghbi et al., 2008; Ojeda et al., 2011). Ademas, su
biomasa ha sido probada como fuente de proteina
para animales de laboratorio y sus resultados han
sido similares a otras fuentes proteicas usadas en
piensos para roedores (Méndez et al., 2004).

2.Actividad celulolitica

Se observd crecimiento en la parte superior del tubo,
alrededor del papel de filtro. Por lo que se confirmé que
el hongo aislado fue capaz de producir las enzimas para
degradar la celulosa del papel para su crecimiento.

Las enzimas celulasas son producidas por
una variedad de bacterias y hongos aerdbicos o
anaerobicos, mesofilos o termofilos. Sin embargo,
solo algunos de ellos producen enzima celulasa
extracelular capaz de hidrolizar la celulosa (Llanque-
Diazetal.,2015). En general, los hongos filamentosos
han sido catalogados como los responsables de la
mayor celulosis en la naturaleza, por la eficiencia
y diversidad de sus sistemas celuloliticos, y sus
ventajas adaptativas. El género mas estudiado para
la produccién de estas enzimas es el Trichoderma,
seguido por Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium, Neurosparacrasa, los cuales también
son buenos productores de estas enzimas (Ferrer-
Marcelo et al., 2011).

Se ha descrito el uso de cepas de Aspergillus
para produccion de celulasas y hemicelulasas en
procesos sumergidos de tanque agitado, debido
a su capacidad de excretar estas enzimas en altas
concentraciones, al medio de cultivo (Schuster et al.
2002). De igual manera, en fermentaciones solidas
ha demostrado un alto rendimiento de excrecion
de éstas enzimas, tal como lo lograron Escudero et
al. (2013) y Llenque-Diaz et al. (2015) usando el
bagazo de cafia de azucar.
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3.Actividad Lignolitica

Se observo una disminucion del pico de absorcion
entre las longitudes 215 y 225 nm, equivalente al
12,6% con respecto al control, asociado con un
proceso oxidativo de la lignina por accioén de las
enzimas producidas por la cepa aislada (Figura
3). Se ha descrito que en presencia de oxigeno y
perdxido de hidrogeno, los microorganismos por
medio de enzimas lignoliticas pueden ocasionar la
ruptura de los enlaces insaturados carbono-carbono
de las cadenas propanoides, destruyendo algunos
grupos cromoforos, lo que reduce la absorcion a
determinadas longitudes de onda y por ende la
coloracion del licor de lignina (Lara et al. 2003,
Laura & Castellanos 2009).

Este resultado, fue inferior al hallazgo de Laura
& Castellanos (2009) con una cepa de Aspergillus
melleus. A partir de este microorganismo los
investigadores obtuvieron una disminucion de un
80% en la absorcion del sobrenadante, durante 15
dias de incubacion.
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Figura 3. Curvas de absorbancia del medio Czapeck
con licor de lignina incubadas durante 15 dias: (A)
Inoculado con A. niger; (®) Sin inoculo (control).
Lasenzimaslignoceluloliticas sonun grupo grande
de proteinas extracelulares en las que se incluyen
las enzimas ligninoliticas (peroxidasas y oxidasas)
y enzimas hidroliticas (pectinasas, hemicelulasas,
quitinasas, celulasas, amilasas, esterasas, proteasas
y manasas). Estas enzimas son producidas
principalmente por especies fingicas, dentro de los
que destacan los hongos de la podredumbre blanca
(ejemplo: Phanerochaete chrysosporium), por ser
los mas eficientes en la degradacion de la celulosa,
lignina y un amplio nimero de contaminantes como
compuestos aromaticos clorados, hidrocarburos

heterociclicos aromaticos, algunos colorantes y

polimeros sintéticos (Sanchez 2008, Godliving

2012). Estos hongos tienen dos tipos de sistemas

enzimaticos extracelulares: el sistema hidrolitico,

responsable de la degradacion de polisacaridos, y

el sistema lignolitico oxidativo y extracelular que

degrada la lignina y abre los grupos fenilo (Sanchez

2008).

Por lo que la lignodlisis ocurre como parte del
metabolismo secundario, es decir, los hongos
no utilizan directamente lignina como fuente de
carbono y energia (Laura & Castellanos, 2009).
Inicialmente dependen del sistema hidrolitico para
obtener azucares mas digeribles y al limitarse las
fuentes de carbono, se activa el sistema oxidativo
para fragmentar los monomeros de fenilpropano. Sin
embargo, no todos los hongos producen suficiente
cantidad de una o varias de estas enzimas, por lo
que no todos los hongos ambientales son lignoliticos
(Sanchez 2008).

CONCLUSIONES
A partir de las hojas de pasto en descomposicion

se logréd aislar e identificar una cepa silvestre de
A. niger con actividad lignocelulolitica. La cepa
fue capaz de crecer en papel de filtro y ocasionar
la ruptura de grupos fenilo presentes en el licor
de lignina, usados como sustratos para confirmar
dicha actividad. La importancia biotecnoldgica de
este hongo y su capacidad de aprovechar material
vegetal para su crecimiento, lo convierte en una
alternativa de interés econémico y ambiental, a fin
de promover la recirculacion de material organico
dentro de los sistemas productivos, favoreciendo el
desarrollo sostenible con miras hacia una agricultura
sustentable.
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