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Resumen

Se aislaron 145 cepas de actinomicetos celuloliticos termdfilos a partir de 71 muestras de compost,
suelos, estiércol y heno de nuestro medio. Las especies de actinomicetos que mas prevalencia
tuvieron en las muestras estudiadas fueron Streptomyces sp. (50,63%), Thermomonospora curvata
(15,82%), T. chromogena (13,92%), seguida de otras especies en menor proporcion. Se evalud la
actividad endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa de 10 cepas de actinomicetos celuloliticos.
Entre éstas la cepa de Streptomyces sp. 7TCMC10 mostrd los mayores niveles de actividad correspon-
dientes a 20,14; 2,61 y 5,40 Ul/mg de proteina, respectivamente.

Palabras clave: Actinomicetos, celulasas, termofilos, Streptomyces, Thermomonospora,
biotecnologia.

Abstract

One hundred and forty five cellulolytic thermophilic actinomycete strains were isolated from 71
compost, soil, hay and dung samples. Streptomyces sp. (50,63%), Thermomonospora curvata
(15,82%), T. chromogena (13,92%), and other species were identified. Endoglucanase, exoglucanase
and B-glucosidase activities were evaluated from 10 cellulolytic actinomycete strains. Among these
the Streptomyces sp. 7TCMC10 strain showed the biggest activity levels corresponding to 20,14; 2,61
and 5,40 Ul/mg of protein, respectively.

Keywords: Actinomycetes, cellulases, thermophilic, Streptomyces, Thermomonospora,
biotechnology

Introduccion
embargo, sus actividades hidroliticas son afec-
tadas por una serie de factores fisicos y qui-
micos que limitan su aplicacion a nivel indus-
trial. Por ello, existe la necesidad de aislar
cepas con mejores rendimientos en la canti-
dad de enzimas liberadas al medio extracelular
y que mantengan la calidad intrinseca de di-
chas enzimas, ademas que expresen una ele-
vada estabilidad de su actividad a pH extre-
mos, solventes organicos, detergentes idnicos
y principalmente la de mantener sus activida-
des enzimaticas a elevadas temperaturas de
reaccion. Por esta razon, los microorganismos
*Laboratorio de Microbiologia Molecular, Facultad de termé,ﬁlos han sido sugeridos como ﬁ’lent,e,s al-
Ciencias Biolgicas, Universidad Nacional Mayorde  ternativas de celulasas por la termoestabilidad
San Marcos, de sus enzimas, propiedad ventajosa en aplica-

La celulosa es uno de los componentes mas
abundantes de la biomasa vegetal que es de-
gradada por una serie de microorganismos
mediante la accion de varias enzimas no aso-
ciadas en complejos, como en los hongos
filamentosos y en algunos actinomicetos o for-
mando un complejo denominado “celulosoma”,
como en los clostridios y en bacterias del rumen
(Murashima et al., 2002; Lynd et al., 2002).
Estas enzimas han sido ampliamente estudia-
das en hongos mesofilos, tales como
Trichoderma reesei (Lynd et al., 2002). Sin
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ciones industriales (Zeikuz et al., 1981). Entre
las bacterias que destacan tenemos algunas es-
pecies de los géneros Clostridium, Streptomyces,
Thermomonospora y Thermobifida (ex-
Thermomonospora) (Walter y Schrempf, 1996).
En el caso de los clostridios, Clostridium
cellulovorans (Murashima et al., 2002) hidroliza
la celulasa en condiciones anaerobicas; en tanto
que las especies celuloliticas de Streptomyces,
Thermomonospora 'y Thermobifida la degradan
en un ambiente aerobico. Taxondomicamente los
géneros Streptomyces, Thermomonospora y
Thermobifida se ubican en el Orden
Actinomicetales y son comunmente denomina-
dos actinomicetos.

En el Perti no hay estudios sobre la flora
actinomicetal que participe en la degradacion
de la celulosa. Por este motivo, en la presente
investigacion nos planteamos aislar y carac-
terizar actinomicetos celuloliticos termofilos
aislados de nuestro medio que posean un alto
rendimiento de celulasas. Con esta finalidad se
analizaron muestras de compost, suelos, estiér-
col y heno; seleccionandose cualitativamente las
10 mejores cepas productoras de celulasas y a
éstas se les determinaron cuantitativamente la
actividad endoglucanasa, exoglucanasa y [3-
glucosidasa.

Materiales y métodos
1. Recolecciéon de las muestras.

Se procesaron 71 muestras entre compost
(54,93%), suelos (25,35%), estiércol (12,68%)
y heno (7,04%) (Tabla 1), procedentes de
Cieneguilla (14,68%), Apurimac (9,86%), Ca-
fiete (7,04%), La Molina-UNA (29,58%), Hi-
podromo de Monterrico (7,04%), Instituto
Bircher Benner (5,64%) y preparados en el
laboratorio (26,76%).

Las muestras de suelos fueron colectadas
a una profundidad de 2 cm y en cantidad de
20 g por muestra. Las muestras de estiércol y
heno fueron tomadas utilizando pinzas estéri-
les en una cantidad de 30 g, aproximadamen-
te. En el caso de compost, se obtuvieron mues-
tras de dos tipos: una colectada en la Univer-
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sidad Nacional Agraria (UNA)y en el Institu-
to Bircher Benner (Lima), preparada de acuer-
do a los métodos tradicionales. El muestreo
se realizod utilizando bolsas de polietileno
(Nasco Whirl-Pak) en una cantidad de 30 g.
El otro tipo de compost fue preparado in vitro
siguiendo las recomendaciones de Cross
(1981) y de Morales y Masson (1988).

2. Aislamiento Primario.

Se tomo un gramo por muestra y se realiza-
ron diluciones seriadas hasta 102 en solucion
salina y se sembraron mediante diseminacion con
espatula de Drigalski en el medio de cultivo pro-
puesto por Stutzenberger et al. (1970) y en el
Agar Czapek-Dox (Difco) modificado cambian-
do la sacarosa por celulosa microcristalina
(Merck) o carboximetilcelulosa (CMC, Sigma)
al 1% y afiadiéndole nistatin (Squibb) 50 pg/ml
de medio. Los cultivos fueron incubados a 50
°C durante 7 dias. Se comprobo la pureza de las
cepas aisladas mediante resiembras en Agar
Czapek-Dox modificado y en Agar Czapek-Dox
Extracto de Levadura Casaminoacidos (CYC)
segun Cross (1981).

3. Identificacion de las cepas aisladas.

Se identificaron segun Crawford (1975),
Cross (1981), McCarthy y Cross (1984a y
1984b) y Cross (1989). Esta consistio en estu-
dios macroscopicos y microscopicos de las co-
lonias y en pruebas bioquimicas y fisioldgicas.
Los estudios macroscopicos consistieron en
evaluar el tipo de micelio aéreo, tipo de micelio
vegetativo, color de micelio vegetativo y del
micelio aéreo, producciéon de pigmentos
difusibles en el medio de cultivo y consisten-
cia de las colonias. Todas estas observacio-
nes se realizaron en Agar CYC. Los estudios
microscopicos consistieron en evaluar el tipo
y disposicion de las esporas, con el fin de sepa-
rar los estreptomicetos de los actinomicetos
monosporicos (Cross, 1981; McCarthy y Cross,
1984a, 1984b; Cross, 1989); para ello se reali-
zaron microcultivos con laminillas inclinadas
en un angulo de 45 °en Agar CYCy las cepas
se sembraron en el area mas proxima a la la-



minilla, éstas se incubaron a 45 °C durante 5
dias. Cumplido el tiempo de incubacion, se
extrajeron las laminillas y se realizé el monta-
je con azul de lactofenol para su observacion
microscopica.

Los actinomicetos monosporicos identifi-
cados mediante los estudios macroscopicos y
microscopicos se sometieron a pruebas
bioquimicas y fisioldgicas, tales como la prue-
ba de la oxidasa (dicloruro de tetrametil p-
fenilendiamina al 1%, Sigma), utilizacion de la
sacarosa y la lactosa, hidrolisis del almidon,
degradacion de la celulosa microcristalina y
CMC al 1%, crecimiento en las condiciones
siguientes: a pH 11,0, a 53 °C, desarrollo en
cloruro de tetrazolio (Merck) al 0.002% (p/v)
y en cristal violeta al 0,00002% (p/v) (Sigma),
de acuerdo a Cross (1981), McCarthy y Cross
(1984ay 1984b).

4. Determinacion cualitativa de la activi-
dad celulolitica.

Las cepas aisladas fueron evaluadas en su
capacidad celulolitica, segtin su crecimiento en
dos medios minimos liquidos cuya tnica fuen-
te de carbono fueron tiras de papel filtro: el
medio de Crawford y McCoy (1972), en el
cual se cambid la CMC por tiras de papel fil-
tro (Whatman N.° 1) y el medio de Skinner
(1960), al que se le afiadi6 extracto de levadu-
ra (0.01%) y tiras de papel filtro (Whatman
N.°1). Los cultivos se incubaron a 45 °C en el
caso del género Streptomyces, y a 50 °C si se
trataba del género Thermomonospora hasta
los 5 dias; y se examinaron diariamente para
evaluar la capacidad degradativa sobre el pa-
pel filtro (Ramasamy, 1981).

Las cepas se agruparon de acuerdo al si-
guiente criterio de actividad celulolitica:

Muy buena 4+
Buena actividad 3+
Regular actividad: 2+
Escasa actividad: 1+

Ausencia de actividad: —
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5. Determinacioén cuantitativa de la acti-
vidad celulolitica.

De las cepas que presentaron elevadas
actividades segun los criterios establecidos
anteriormente, se seleccionaron 10 para las
determinaciones cuantitativas de las celulasas.
Con este fin, se inocularon 40 x 10° esporas
por 100 ml de medio minimo de Crawford y
McCoy (1972) mas CMC y lactosa al 1%
como inductores y Tween 80 (Sigma) 0,2%.
Las cepas fueron incubadas en bafio maria
con agitacion constante a 45 °C en el caso
del género Streptomyces y a 50 °C en el
caso del género Thermomonospora. A las
72 h se extrajeron muestras para las deter-
minaciones de las actividades enzimaticas
de las celulasas, de proteinas solubles y de
biomasa celular.

5.1 Actividad endo-B-1,4-Glucanasa (EC
3.2.1.4) o CMCasa. La actividad de la enzi-
ma endoglucanasa de los actinomicetos fue
determinada siguiendo las recomendaciones de
Stutzenberger (1972); se utilizaron liquidos
postcultivos libres de células, obtenidos por
centrifugacion (6000 x g por 30 min) y filtra-
cion a través de una membrana de celulosa
(Millipore HA, 0,22 mm). Para determinar la
actividad endoglucanasa se tomo 0,4 ml del
liquido libre de células diluido 10 veces y se
afiadi6 3,5 ml de CMC al 1% (Sigma, Medium
viscosity) y 0,1 ml de buffer acetato de sodio
1,0 M (pH 6,0). Este sistema fue incubado a
50 °C durante 30 min. Cumplido el tiempo de
incubacion, se midio la liberacion de azicares
reductores por el método del arsenomolibdato
de Nelson (1944) y Somogyi (1952). La acti-
vidad fue expresada en unidades internacio-
nales (UI) por ml, considerando una unidad
como la cantidad de enzima que libera un
micromol de glucosa por minuto (Stutzenberger
y Lupo, 1986; Ceroni y Gutiérrez-Correa,
1988; y Steiner et al., 1991).

5.2. Actividad exo-f-1,4-Glucanasa (EC
3.2.1.91) o Avicelasa. La actividad
exoglucanasa fue determinada segln
Stutzenberger (1972) y Ceroni y Gutiérrez-
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Tabla 1. Porcentaje de muestras positivas a
actinomicetos termdfilos por fuentes de proce-
dencia.

Muestra Total de N.° de

muestras muestras

procesadas % positivas %
Compost 39 54,93 24 33,80
Suelos 18 25,35 3 4,23
Estiércol 9 12,67 1 1,40
Heno 5 7,04 0 0,00
TOTALES 71 100,00 28 39,43

Correa (1988). El ensayo exoglucanasa con-
sisti¢ en colocar en un tubo de ensayo 50 mg
de papel filtro Whatman N.°1 al cual se le afia-
dio 0,8 ml de buffer acetato de sodio 0,6 M
(pH 6,0) y 3,2 ml del liquido libre de células.
Este sistema se incubd 50 °C durante 30 min
y se determiné la liberacién de azucares
reductores.

5.3. Actividad B-1,4-Glucosidasa (EC
3.2.1.21) o Celobiasa. La actividad b-
glucosidasa se determin6 segun Bernier y
Stutzenberger (1989) y Ceroni (1988), utilizan-
do paraello 1 ml del filtrado y 1 ml de salicina
10 mM en buffer acetato de sodio 1M (pH
6,0). Este sistema se incubo en las mismas
condiciones que en los casos anteriores y se
midi6o luego la liberacion de azucares
reductores.

6. Determinacion de azucares reductores
y proteinas solubles.

Los azucares reductores se determinaron
segun Nelson (1944) y Somogyi (1952), utili-
zando glucosa como estandar. Las proteinas
solubles fueron determinadas por el método
de Lowry etal. (1951) utilizando seroalbtimina
bovina fraccion V (Sigma) como estandar.

7. Determinacién de biomasa celular.

Se determiné por diferencia de pesos entre
los tubos con micelio sedimentado y secado a
105 °C durante 24 h y los tubos vacios secados
a 100 °C durante dos horas. La biomasa fue
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expresada en mg de micelio por ml.
Resultados

1. Actinomicetos celuloliticos termofilos
aislados.

De las 71 (100%) muestras procesadas
entre compost, suelos, estiércol y heno, 28 re-
sultaron positivas al aislamiento de los
actinomicetos celuloliticos termofilos, que re-
presento el 39,43% del total (Tabla 1). De las
28 muestras positivas a estos microorganismos,
24 correspondieron al compost que significd
el 33,80% del total; en tanto que las otras
muestras mostraron menor positividad al ais-
lamiento (Tabla 1).

En la Tabla 2, se presenta el numero de
cepas aisladas de actinomicetos termofilos por
tipo de muestra, observandose que de las 304
se aislaron 255 de las muestras de compost lo
que representa el 83,88% del total; mientras
que de las otras muestras se aislaron en me-
nor proporcion. Asimismo, del total de
actinomicetos termofilos, 158 cepas resulta-
ron en alguna medida celuloliticas de acuerdo
a los criterios cualitativos establecidos, de las
cuales 131 cepas fueron aisladas a partir del
compost, lo que significo el 43,10% del total,
con resultados en cifras menores que las res-
tantes que procedieron de las otras muestras
(Tabla 2).

2. Ildentificacion de los actinomicetos
celuloliticos termofilos aislados.

Las 158 (100%) cepas de actinomicetos
celuloliticos termofilos fueron identificados en
géneros y/o especies conforme se indica en la

Tabla 2. Frecuencia de cepas de actinomicetos
termofilos celuloliticos por fuente de proceden-
cia (F.P.)

E.P. N.° N.° de cepas

de cepas % celuloliticas %
Compost 255 83,88 131 43,10
Suelos 37 12,17 15 4,93
Estiércol 12 3,95 12 3,95
TOTAL 304 100,00 158 51,98




Tabla 3. Frecuencia de cepas de actinomicetos
celuloliticos termofilos por géneros y/o especies
en 28 muestras positivas de compost, suelos y
estiércol.

Género y/o especie cepas %
Streptomyces sp. 80 50,63
Thermomonospora curvata 25 15,82
T. chromogena 22 13,92

74 46,84
Thermomonospora sp. 20 12,66
T. alba 7 4,43
Thermomobifida fusca 2 1,27
Otros Actinomicetos 2 1,27
TOTAL 158 100,00

Tabla 3. Vemos que 80 correspondieron a
Streptomyces sp. que represento el 50,63%
del total de cepas aisladas; en tanto que al
género Thermomonospora correspondio 74
aislados que significo el 46,84%.

Considerando las especies de
Thermomonospora, las T. curvata y T.
chromogena correspondieron a 25 y 22 ce-
pas, equivalentes a 15,82% y 13,92%, respec-
tivamente; mientras tanto, la 7. fusca y T. alba
expresaron cifras muy inferiores. De otro lado,
las cepas de Streptomyces sp. aisladas pre-
sentaron micelio aéreo abundante, predomi-
nando cepas con micelio de color gris claro u
oscuro. En cuanto al nimero y disposicion de
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las esporas —otra caracteristica importante
para distinguir los géneros de actinomicetos—
los aislados de Streptomyces presentaron es-
poras en cadenas espiraladas o rectas. Igual-
mente expresaron un micelio vegetativo bien
desarrollado. Las cepas de Thermomonospora
se distinguen del género Streptomyces por pre-
sentar esporas Unicas agrupadas en racimos o
en forma aislada, ademas de la presencia de un
micelio aéreo blanco como caracteristica de la
colonia, a excepcion de la 7. chromogena (da-
tos no mostrados).

3. Determinacion cualitativa de la activi-
dad celulolitica.

Con el fin de corroborar la actividad
celulolitica de las 158 (100%) cepas de
actinomicetos termofilos evaluadas preliminar-
mente segun su crecimiento en Agar Czapek-
Dox modificado, éstas se sometieron a una
segunda prueba cualitativa de la actividad en
los medios minimos de Crawford y McCoy +
papel filtro y el de Skinner + papel filtro, de
acuerdo a los criterios ya mencionados. Se
consigna este caracter en la Tabla 4, obser-
vandose que en el medio de Crawford y
McCoy, 145 cepas (91,77%), mostraron en
alguna medida capacidad de degradar el pa-
pel filtro, de las cuales, 12 tuvieron muy buena
actividad celulolitica (4+) que represento el
7,60% del total de cepas evaluadas. Encon-
tramos también que 71 (44,94%) cepas tuvie-

Tabla 4. Actividad celulolitica cualitativa de 158 cepas de actinomicetos termoéfilos en dos medios

minimos con papel filtro (P.F.)

Actividad Medio minimo de Crawford Medio minimo de Skinner + P.F.
celulolitica* v McCoy + P.F.
cepas % cepas %

4+ 12 7,60 4 2,53

3 11145 4494 91,77 2137 18,351 86,70

2+ 50 31,64 54 34,17

1+ 12 7,59 50 31,65

— 13 8,23 21 13,30
TOTAL 158 100,00 158 100,00

"4+, muy buena actividad celulolitica sobre papel filtro, como unica fuente de carbono.

3+, buena actividad celulolitica.

2+, regular actividad celulolitica.

1+, escasa actividad celulolitica.

—, ausencia de actividad celulolitica.
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Tabla 5. Evaluacion de las actividades enzimaticas (AE) de la endoglucanasa de 10 cepas de
actinomicetos celuloliticos termdfilos expresados en Ul/ml, sus determinaciones especificas por protei-
nas (AEP) y por biomasa (AEB), a las 72 horas de produccion de celulasas en cultivo sumergido.

Cepa AE (UI/ml) AEP (Ul/mg) AEB (Ul/mg)
Thermomonospora sp. 7CMC6 2,10 4,06 0,78
T. curvata 7CMCS8 2,72 5,54 0,90
Streptomyces sp. 8CMC2 2,49 7,75 0,30
Streptomyces sp. 28CMC2 2,20 4,25 1,18
Streptomyces sp. 8CMC4 2,06 4,59 0,67
Streptomyces sp. 7CMC10 2,03 20,14 0,87
Streptomyces sp. 11CMC1 2,03 9,55 0,83
Streptomyces sp. 15CC3 1,98 6,08 0,32
Streptomyces sp. 13CMC1 1,81 2,73 0,13
Streptomyces sp. 12CC2 1,01 5,01 0,34

ron buena actividad celulolitica (3+), en tanto
que las restantes presentaron actividades me-
nos significativas.

Por el contrario, en el medio de Skinner +
papel filtro s6lo se observaron 4 cepas con
muy buena actividad celulolitica (4+), lo que
significo el 2,53% y 29 cepas con buena acti-
vidad celulolitica (3+), lo que represent6 el
18,35%. Las restantes mostraron menores
actividades o fueron nulas (Tabla 4).

4. Determinacion cuantitativa de la acti-
vidad celulolitica

4.1. La actividad endo-B-1,4-Glucanasa
(EC 3.2.1.4) o CMCasa. De las 10 cepas
seleccionadas para las determinaciones cuan-
titativas de la actividad endoglucanasa, las ce-
pas de T. curvata TCMCS8 y Streptomyces
sp. 8CMC2 presentaron las mayores activi-
dades enzimaticas (AE) expresadas en Uni-
dades Internacionales por ml de liquido
postcultivo, correspondiendo a 2,72 y 2,49 Ul/
ml por cepa, respectivamente (Tabla 5); mien-
tras que las restantes mostraron actividades
enzimaticas entre 2,2 y 1,011 Ul/ml.

Refiriéndonos a la actividad especifica por
proteinas (AEP), fue el Streptomyces sp.
7CMC10 el que expreso6 20,14 Ul/mg de pro-
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teinas solubles, equivalente a 2,1 veces mas
de actividad especifica por proteinas de la sub-
siguiente cepa, Streptomyces sp.11CMCI1, con
9,55 Ul/mg (Tabla 5).

Asimismo, la cepa de Streptomyces sp.
28CMC?2 presento la mayor actividad especi-

Tabla 6. Evaluacion de las actividades
enzimaticas (AE) de la exoglucanasa de 10 ce-
pas de actinomicetos celuloliticos termofilos ex-
presados en Ul/ml: sus determinaciones espe-
cificas por proteinas (AEP) y por biomasa (AEB),
a las 72 horas de produccion de celulasas en
cultivo sumergido.

Cepa AE AEP AEB

(U/ml)  (UI/mg) (Ul/mg)

Streptomyces sp. 8CMC2 0,33 1,04 0,04
Streptomyces sp. 8CMC4 0,33 0,73 0,11
Streptomyces sp. 28CMC2 0,30 0,58 0,16
Streptomyces sp. 15CC3 0,29 0,89 0,05
Streptomyces sp. 12CC2 0,27 1,34 0,09
Streptomyces sp. 7CMC10 0,27 2,61 0,11
Streptomyces sp. 13CMC1 0,26 0,39 0,02
Streptomyces sp. 11CMC1 0,26 1,22 0,11
Thermomonospora sp. 7CMC6 0,26 0,49 0,10
T. curvata 7CMC8 0,28 0,57 0,09




fica por biomasa (AEB), que correspondio6 a
1,18 Ul/mg de micelio por ml de cultivo, se-
guida por la cepa de Streptomyces sp.
7CMC10 con una AEB de 0,87 Ul/mg de
micelio por ml de cultivo (Tabla 5).

4.2. Actividad exo-B-1,4-Glucanasa (EC
3.2.1.91) o Avicelasa. De las 10 cepas so-
metidas a las determinaciones de las activida-
des enzimaticas de exoglucanasa, la cepa de
Streptomyces sp. 8CMC2 presentd mayor
actividad con 0,33 Ul/ml, seguida muy
cercanamente por las cepas de Streptomyces
sp. SCMC4 y 28CMC2 con 0,33y 0,30 Ul/ml,
respectivamente (Tabla 6).

En cuanto a las actividades especificas por
proteinas (AEP), la cepa de Streptomyces sp.
7CMCI10 presento 2,61 Ul/mg de proteinas
solubles equivalente a 1,95 veces que la sub-
siguiente con 1,34 Ul/mg (Streptomyces sp.
12CC2; Tabla 6).

En cuanto a los resultados de la actividad
especifica por biomasa (AEB), la cepa de
Streptomyces sp. 28CMC2 expreso la maxi-
ma actividad con 0,16 Ul/mg de micelio por
ml seguida por la cepa de Streptomyces sp.
7CMCI10 con 0,11 Ul/mg y las cepas de
Streptomyces sp. 8CMC4 y 11CMCl, igual-
mente con 0,11 Ul/mg (Tabla 6).

4.3. Actividad B-1,4-Glucosidasa (EC
3.2.1.21) o Celobiasa. De igual modo, de las
10 cepas sometidas a determinaciones de las
actividades B-glucosidasa, la cepa de
Streptomyces sp. 11CMC10 presentd mayor
actividad de esta enzima correspondiéndole
0,62 Ul/ml; muy cercanamente en rendimien-
to estuvo la cepa de Streptomyces sp.
7CMC10; mientras que las restantes mostra-
ron actividades enzimaticas entre 0,42 y 0,28
Ul/ml (Tabla 7). Evaluando la cepa de
Streptomyces sp. TCMC10, vemos que ésta
presentd la mayor actividad especifica por
proteinas (AEP) correspondiente a 5,40 Ul/
mg de proteinas solubles, que significo 1,85
veces mas que la subsiguiente, representada
por la cepa de Streptomyces sp. 11CMC1 con
2,91 Ul/mg; en tanto que las restantes mos-
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traron sus actividades especificas en menor
proporcion (Tabla 7).

En cuanto a la actividad especifica por
biomasa (AEB), las cepas de Streptomyces sp.
11CMC1 y 7CMCI10 presentaron los mayores
valores siendo en cada caso 0,25 y 0,24 Ul/mg
de micelio por ml, respectivamente (Tabla 7).

Discusién

De acuerdo a los resultados consignados
en la Tabla 1, los actinomicetos termofilos pre-
dominaron en sustratos “calientes” tales como
el compost, que concuerdan con los reportes
de otros investigadores (Cross, 1968; Lacey y

Dutkiewicz, 1976a; Cross, 1981; McCarthy y
Cross, 1981; Goodfelow y Williams, 1983).

Considerandose que muchas muestras de
suelos y estiércol fueron negativas al aislamien-
to de actinomicetos termofilos (Tabla 1), en
las que idénticos resultados obtuvieron Kuo y
Hartman (1966), esto nos pondria de mani-
fiesto que estos tipos de muestras no serian
los adecuados para el establecimiento de es-
tos organismos. En lo referente a la negatividad

Tabla 7. Evaluacion de las actividades
enzimaticas (AE) de la B-glucosidasa (BG) de 10
cepas de actinomicetos celuloliticos termdfilos
expresados en Ul/ml: sus determinaciones es-
pecificas por proteinas (AEP) y biomasa (AEB), a
las 72 horas de produccion de celulasas en cul-
tivo sumergido.

Cepa AE AEP AEB
(UYml) (Ul/mg) (U/mg)
Streptomyces sp. 11CMC1 0,62 2,91 0,25
Streptomyces sp. 7CMC10 0,55 5,40 0,24
Streptomyces sp. 12CC2 0,42 2,06 0,14
Thermomonospora sp. 7CMC6 0,41 0,79 0,15
T. curvata 7CMC8 0,28 0,57 0,09
Streptomyces sp. 13CMC1 0,40 0,60 0,03
Streptomyces sp. 15CC3 0,39 1,20 0,06
Streptomyces sp. 8CMC2 0,33 1,04 0,04
Streptomyces sp. 8CMC4 0,33 0,73 0,11
Streptomyces sp. 28CMC2 0,30 0,58 0,16
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de cepas de actinomicetos a partir de heno,
otros investigadores, por el contrario, repor-
tan muy buenos resultados de estos organis-
mos, sobre el mismo sustrato (Cross, 1968;
Lacey y Dutkiewicz, 1976ay 1976b).

Respecto de la biodiversidad de la flora
actinomicetal celulolitica termofila, el género
Streptomyces se aislo predominantemente, se-
guido de varias especies del género
Thermomonospora (Tabla 3). Estos hallazgos
concuerdan con los reportados por Crawford y
McCoy (1972) y Strom (1985a y 1985b), de
muestras de suelos y compost, respectivamen-
te. En 1984a McCarthy y Cross hallan un pre-
dominio de 7. fusca respecto de 7. chromogena
y T’ curvata 'y otras especies en diversas mues-
tras; en nuestro caso, las especies T.
chromogena y T. curvata se hallaron en mayor
proporcion, y queda atn un porcentaje aprecia-
ble de cepas que no se ubica en los patrones
taxonomicos descritos hasta la fecha.

No logramos aislar otros actinomicetos
monosporicos diferentes de los géneros
Thermomonospora'y Thermobifida, como es
el caso del género Thermoactinomyces tam-
bién muy ubicuo en suelos, sedimentos, aguas
y en material en descomposicion como el
compost. Se reconoce en la actualidad que su
rol en la naturaleza es distinto ya que este gé-
nero no es celulolitico (McCarthy y Cross,
1984ay 1984b; Lacey y Cross, 1989).

Refiriéndonos a la actividad celulolitica
cualitativa de nuestros aislados (Tabla 4), en
la que 145 cepas expresaron esta actividad en
alguna medida, obtuvieron idénticos resulta-
dos Stutzenberger et al. (1970). No obstante
estas apreciaciones, los métodos de seleccion
de las mejores cepas celuloliticas de
actinomicetos de maximo rendimiento no han
sido todavia reportados, de tal manera que
¢stas se puedan correlacionar con las deter-
minaciones cuantitativas.

Tansey (1971) utilizo celulosa ablandada
con acido ortofosforico para evaluar
semicuantitativamente hongos celuloliticos
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termofilos; igualmente, Jhonson et al. (1982)
utilizaron también celulosa ablandada, celulo-
samicrocristalina y celulosa amorfa para eva-
luar cepas celuloliticas de C. thermocellum.
Se ha demostrado que actividades elevadas
de endoglucanasas se correlacionan con la
formacion de un gran halo de hidroélisis de la
celulosa ablandada (Ceroni y Gutiérrez-Correa,
1988). Es importante por lo tanto, estandari-
zar un método aplicable a los actinomicetos
celuloliticos que nos permita correlacionar el
tamafio de los halos de hidrolisis con la activi-
dad enzimatica correspondiente. Sin embar-
g0, la degradacion del papel filtro es un méto-
do alternativo, que permitio, por ejemplo a
Ramasamy et al. (1981) seleccionar cepas
celuloliticas de Pseudomonas a partir de lodos.

Por otro lado, la induccion del sistema
enzimatico de la hidrolisis de la celulosa re-
quiere de los sustratos adecuados en los me-
dios de cultivo a probar; en nuestro caso el
medio minimo de Crawford y McCoy (1972)
mas papel de filtro nos permiti6é una adecuada
seleccion de las mejores cepas celuloliticas de
actinomicetos termoéfilos, en comparacion con
el medio minimo de Skinner (1960). Las prue-
bas en medios minimos, ademas, nos permi-
tieron determinar las condiciones apropiadas
de cultivo de los actinomicetos para la pro-
duccion de celulasas. El medio para la pro-
duccidn de estas enzimas (Crawford y McCoy
+ CMC 1%, lactosa 1% y Tween 80 0,2%),
adoptado por nosotros para las pruebas cuan-
titativas de las actividades enzimaticas, resul-
to ventajoso (Tablas 5, 6 y 7). Resultados me-
nos significativos fueron obtenidos por
Crawford y McCoy (1972), pero sin utilizar
lactosa y Tween 80; la lactosa conjuntamente
con la CMC probablemente permite una ade-
cuada expresion de las enzimas, coadyuvada
por el Tween 80, un surfactante no i6nico, que
estimula la liberacion de las celulasas al me-
dio extracelular. Resultados similares fueron
obtenidos por Stutzenberger (1987) evaluan-
do la estimulacion especifica de la secrecion
de celulasas por una cepa de 7. curvata; igual-
mente, Ceroni y Gutiérrez-Correa (1988) ha-



llaron significativos niveles de celulasas
extracelulares en hongos silvestres aislados
de nuestro medio.

En cuanto a las actividades especificas por
proteinas (AEP), éstas constituyen una medi-
da de la pureza de una enzima. En consecuen-
cia, la importancia de contar con cepas con
elevadas actividades especificas resulta de
mucha importancia; es interesante que en
nuestro estudio las cepas de Streptomyces sp.
7CMC10 y 11CMC1 mostraron los mayores
valores con 20.14 Ul/mg y 9.55 Ul/mg de
proteinas referentes a endoglucanasas, res-
pectivamente. Del mismo modo, la actividad
especifica por proteinas para la exoglucanasa
quedo demostrada en la cepa de Streptomyces
sp. 7CMC10 (2,61 Ul/mg); sin embargo, si-
milares valores fueron hallados por
Stutzenberger (1972) evaluando una cepa de
T. curvata y también por Crawford y McCoy
(1972) en cepas de T. fusca y S.
thermodiastaticus.

Nuestras cepas también respondieron
significativamente a las cuantificaciones de la
B-glucosidasa extracelular (Tabla 7). La pre-
sencia de ésta evita la inhibicion de las otras 2
enzimas; su accion enzimatica, por tanto, es
ventajosa, si la comparamos con la produc-
cion de esta enzima en niveles bajos por los

Tabla 8. Determinacién de la biomasa celular de
10 actinomicetos celuloliticos terméfilos a las 72 h
de produccion de celulasas en cultivo sumergido.

Cepa Biomasa celular (mg/ml)
Streptomyces sp. 13CMC1 14,32
Streptomyces sp. 7CMC6 2,71
Streptomyces sp. 28CMC2 1,87
Thermomonospora curvata 7CMC8 3,01
Streptomyces sp. 8CMC4 3,07
Streptomyces sp. 15CC3 6,20
Streptomyces sp. 8CMC2 8,38
Streptomyces sp. 11CMC1 2,44
Streptomyces sp. 12CC2 2,97
Streptomyces sp. 7CMC10 2,34
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hongos celuloliticos mas estudiados (Ceroni y
Gutiérrez-Correa, 1988). En nuestro estudio,
nuevamente vemos que la cepa de
Streptomyces sp. TCMC10 tuvo rendimiento
significativo de B-glucosidasa (5,40 Ul/mg).
Bernier y Stutzenberger (1988) reportaron que
la B-glucosidasa extracelular tiene una mayor
afinidad con la celobiosa y con los glucésidos
p-nitrofenilos, mientras que en nuestro caso
lo tuvieron hacia la salicina.

La actividad especifica por biomasa (AEB)
es otro de los parametros que debe conside-
rarse en la seleccion de cepas celuloliticas,
porque nos relaciona la produccion enzimatica
en funcion de la biomasa y a la vez, nos per-
mite saber si la cepa de actinomiceto crece
bien o escasamente al utilizar un sustrato
celuldsico, nutriente util para seleccionar ce-
pas en la produccion de biomasa con fines
alimenticios. Evaluando las cepas en funcion
de la AEB, vemos que las cepas de
Streptomyces sp. 28CMC2 y T. curvata
7CMCS8 mostraron los mayores valores de
actividad endoglucanasa (1,18 y 0,90 Ul/mg
de micelio/ml) (Tabla 5), lo que nos muestra
las ventajas de estas cepas en el rendimiento
enzimatico fundamentado.

Por otro lado, analizando las cepas en fun-
cion de la produccion de biomasa, los
Streptomyces sp. 13CMC1 y 8CMC2 que pre-
sentaron 14,32 y 8,38 mg/ml de medio de cultivo
(Tabla 8), lo que nos esta indicando buenos ni-
veles de produccion de masa celular por ml de
medio, cifras significativas si las comparamos
con las reportadas por Ceroni y Gutiérrez-Co-
rrea (1988), quienes refirieron valores mucho
menores en hongos mesofilos celuloliticos.
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