UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

"AISLAMIENTO .Y CARACTERIZACION DE SISTEMAS BACTERIANOS
MIXTOS QUE UTILIZAN EFICIENTEMENTE EL BAGACILLO DE
CARA DE AZUCAR COMO SUSTRATO"

TESIS
gue para obtener el tftulo de
BIOLOGO

presenta
FACUNDO DAGOBERTO MORALES AVELINO

1985




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENTIDO

P&gina
1.0 INTRODUCCION 1l
1.1. Formas tradicionales de produccibn
de proteinas 4
1.2. Alternativas para la produccidn de
protefna 5

1.3. Utilizacibn de desechos agroindus-
triales 11
1.4, El bagacillo de cafa de azfcar co-
mo sustrato lignoceluldsico para

la produccidn de biomasa microbiana 14

2.0 MATERIALES Y METODOS 19
2.1. Medios de cultivo 19
2.2, Aislamiento y seleccidn de micro-

organismos 23
2.3. Separacibén del complejo biomasa-

sustrato 24
2.4. Caracterizacidn de las cepas selec

cionadas 25
2.5, Caracteristicas morfoldgicas 25
2.6, Caracteristicas de cultivo 27
2.7. Caracteristicas bioguimicas. 27
2.8. Utilizacidn de diferentes carbohi-

dratos y aminodcidos como fuentes

de carbono 30
2.9. Estandarizacidn de los inbculos de

la cepa TE-B1025 31
2.10. Estandarizacidn de los inbculos pa

ra sistemas mixtos 33



P&gina

3.0 RESULTADOS Y DISCUSION 36

3.1. Aislamiento y seleccibn de bacterias

celulolfticas 36

3.2, Crecimiento de los sistemas mixtos 44
3.3. Caracterizacidn de las cepas 50

4,0 CONCLUSIONES » 66

5.0 BIBLIOGRAFIA ' 68



INTRODUCCTION



1.0 INTRODUCCION

Los seres vivos requieren ingerir en su dieta nor-
mal sustancias como carbohidratos, 1fpidos, protefnas,
vitaminas y minerales. Todas estas sustancias son nece
sarias e importantes para las diversas funciones que de
sempenan estos sistemas. Entre las sustancias requeri-
das, sobresalen las protefnas por tener parte esencial
en la estructura y funci®én biolbgica y adem&s, porgue -
la disponibilidad de proteinés de alto valor nutritivo
es menor que la de los carbohidratos y lfpidos (1-5).
Esta menor disponibilidad de protefnas es m&s crftica
en los pafses en desarrollo debido al elevado fndice de
crecimiento demogr&fico y al precario desarrollo tecno-
l6gico que presentan; pero, sobre todo, a las formas de
distribucidn y comercializacibn y al bajo poder adquisi

tivovde sus habitantes (4-7).

Mundialmente se consumen varios millones de tonelg
das de cereales, de los cuales el 50% corresponde al

trigo (8).

En la tabla I, se pueden apreciar las cantidades
relativas de cereales destinados al consumo humano y al
consumo animal, asf como las diferencias en el consumo

entre pafses industrializados y pafses en desarrollo.



TABLA 1. CONSUMO ESTIMADO DE CEREALES EN LOS PAISES RICOS Y POBRES

(Millones de Toneladas)

PAISES 1970 1980 19902
INDUSTRIALIZADOS
ALIMENTACION HUMANA 160.9 163,1 - 164.6
ALIMENTACION ANTMAIL ) 371.5 467.9 565.7
TOTAL . 532.4 631.0 730.3

TERCER MUNDO

ALIMENTACION HUMANA 467.8 609.8 772.5
ALIMENTACION ANIMAL 50.9 99.6 163.3
TOTAL 518.7 709.4 935.8

TOTAL MUNDIAL

ALIMENTACION HUMANA 628.7 772.9 937.1
ALIMENTACION ANIMAL 422.4 567.5 729.9
TOTAL 1051.1 1340.4 1666.1

2 Yolumen estimado (14).



En México, la mayor parte de la protefna consumida
proviene del mafz y del frijol (9). Esto es un problema
ya gue estos productos agrfcolas de mayor consumo en Mé-
xico son deficientes en uno o m&s amino&cidos esenciales.
El nfimero de aminodcidos esenciales varfa con cada espe-
cie, para el ser humano son 9: isoleucina, leucina, 1lisi
na, metionina, valina, fenilalanina, tript6fano, treoni-

na y arginina (10).

La carencia de estos amino&cidos en la dieta causa
malnutricibén y enfermedades. Una enfermedad severa es
el "Kwashiorkor" causado por una deficiencia de lisina
en la dieta. Los cereales y vegetales son invariablemen
.te deficientes en uno o m8s amino&8cidos esenciales, la
ﬁayor necesidad de amino&cidos para disminuir las defi-
ciencias en la alimentacidn son de lising, metionina,
treonina y tript6fano (11). Cuando el trigo es la mayor
fuente de protefna en la dieta, es necesaria la adicién
de lisina para mantener el equilibrio. Similarmente, pa
ra una dieta basada en mafz, se requiere de tript6fano,
lisina y treonina; para una dieta con base en raifces y
vegetales, es necesario afadir metionina, lisina y trip-
t6fano y para una en base al frijol se necesita anadir

metionina y tript&fano (12,13).



1.1 FORMAS TRADICIONALES DE PRODUCCION DE PROTEINA

Los alimentos proteicos se obtienen generalmente me
diante practicas tradicionales como la agrfcultura, la
ganaderfa y la explotacibn de los recursos marinos., Es-
tas formas tradicionales presentan caracterfsticas pro-
pias en cada pafs, en cuanto a productividad. En algu-
nos paises o regiones se presenta una buena productivi-
dad agrfcola, ganadera y una buena explotacién de espe-
cies marinas asociadas a un bajo Indice de poblacidn. No
sucede lo mismo en los pafses en desarrollo que son, en
general, agrfcolas y con un 59 a 80% de su poblacidén en
dreas rurales (14,15). En muchos de estcs pafses la re-
lacibn 4rea cultivable/poblacién es inferior a media hec

t&rea por persona (16).

Los pafses industrializados apoyados en su desarro-
llo econbmico y técnico han aplicado sus esfuerzos a las
formas tradicionales de produccién de alimentos logrando
productividades y rendimientos altos, a veces espectacu-
lares. Pero, aln cuando la aplicacién de técnicas moder
nas en la produccitn de alimentos hayan mejorado y aumen
tado los rendimientos, al aplicarse en los pafses subde-
sarrollados no siempre producen los efectos esperados,

lo que en gran parte se debe al alto consumo de energfa



gue presentan los cultivos tecnificados (17), a la menor
disponibilidad de agua y a lg falta de semillas mejora-

das adaptadas a las condiciones locales (16,18),

Otras condiciones limitantes que afectan & las for-
mas tradicionales de produccifpn de protefna en los pal-
ses en desarrollo se refieren| principalmente al espacio
diSponible para la produccién| de granos y forrajes y pa-
ra el pastoreé (16,18,19,22); al clima, en lo que respec
ta a la precipitacién pluviall|y a la orograffa (19); a
las plagas de insectos, bacterias y hongos; al uso res-
tringido de los fertilizantes| (16,20,21); a la baja efi-
ciencia de conversién de proteina vegetal a proteina ani
-mal en la produccidén de carne |(8,14,23) y a la falta de

embarcaciones con capacidad adecuada de pesca a nivel co

mercial (19).

1.2 ALTERNATIVAS PARA L2 PRODUCCION DE PROTEINA

De acuerdo a los datos esbozados anteriormente re-
sulta necesaria la bﬁséueda'de otras fuentes de protefna
no convencionales (24,25) que layuden a mejorar la produc
cién tradicional de alimentos proteicos, sin competir

por el drea cultivable de que se dispone.



Tales fuentes podrfan ser, la obtencién de protefina

foliar y la obtencifn de proteina unicelular (25).

Producci6n de protefng foliar. Se ha intentado la

extracciébn de protefna a partir del jugo de alfalfa (26,
27); este tipo de obtencifn de proteina no se ha extendi
do a causa de los problemas que presentan los compuestos
indeseables contenidos en las hojas, sin embargo, es po-
sible que a mediano plazo se pueda obtener la préteina
proveniente de plantas cultivadas ya que, en la mayorfa
de los casos lo utilizable para el consumo humano repre-
senta un porcentaje bajo en relacibén a la planta total

(28).

Producci6én de protefna unicelular. La produccibn

de protefina microbiana o proteina unicelular (SCP), cons-
tituye una fuente de produccién de proteina con mucho po
tencial, ya que se pueden producir a partir de desechos
que tienen un bajo valor nutritivo, tanto para el hombre
como para los animales; ademas, ﬁales desechos al acumu-

larse pueden ocasionar problemas de contaminacifn.

El término "PROTEINA UNICELULAR" se refiere a la
biomasa microbiana rica en protefna, ya sea para consumo
humano o animal, proveniente de organismos unicelulares

(25) .



De hecho desde hacé mucho tiempo, hongos, levaduras
y. algas se han empleado como alimento humano directamen-
te o en alimentos fermentados (8). Sin embérgo, la pro-
tefna unicelular no parece ser f&cilmente utilizable en
forma directa por el hombre, por lo menos no en un futu-
ro cercano por las razones que se mencionarin m&s adelan
te (pag. 10) (29,30); pero puede ser empleada en las die
tas de animalésvmonogéstricos y rumiantes (29,31), desti
nados al aprovisionamiento de carne, de tal forma que
disminuya la cantidad de granos que actualmente se desti

na a la alimentacién de ganado.

En la actualidad se ha intentado la produccidn de
proteina unicelular empleando diversos sustratos como
bidxido de carbono (CO,), melazas, desechos de licor de
sulfito pro&eniente del pulpeo de la madera, suero de le
che, granos, casava, deseéhos de papa, desperdicios de
madera, papel, bagazos, caséaras o vainas, estiércol,
n-alcanos, metanol y metano. En general, cualquier dese
cho o material biodegradable puede ser considerado como

un sustrato potencialmente transformable a Biomasa.

Entre los microorganismos empleados para este fin,
se incluyen varios géneros de algas, levaduras, bacte-
rias y hongos, cuyo potencial como fuentes de proteina

se basa fundamentalmente en las caracterfisticas que pre-



senta su crecimiento en medios de cultivo relativamente

simples, por ejemplo:

a)

b)

c)

a)

e)

Su crecimiento no requiere de grandes espgcios y
no le afectan directamente los cambios r4pidos
de clima, Se puede obtener una gran poblacidn
de microorganismos en tubo de ensayo, en matraz
o en fermentador en cualquier estacién del ano

(24,25,31).

Presentan tiempos de duplicacién de su masa celu
lar m8s cortos que los tiempos de duplicaciébn de

los vegetales y animales (31),(Tabla II).

Tienen un mayor contenido de protefna del 30 al
80% segln el tipo de microorganismo, comparado
con otros productos vegetales o animales (8,32,

37).

La calidad de la protefna es buena ya que presen
tan perfiles adecuados de amino&cidos esenciales
y en muchos casos, superiores a los est&ndares

de la F.A.0. (7,29,30).

Tienen la capacidad para utilizar précticamente
cualquier sustrato orgénico‘como fuente de carbo

no (33-47,89).



TABLA II. COMPARACION DE LOS TIEMPOS DE DUPLICACION

DE BIOMASA DE ALGUNOS ORGANISMOS

BACTERIAS Y LEVADURAS

10 a 120 min.

HONGOS Y ALGAS

pVEGETyTRg  or

" POLLOS .
PORCINOS fa 67

BOVINOS 1l a 2 meses

3]
f~N
o}

o)}

'HUMANOS




TABLA II., COMPARACION DE LOS TIEMPOS DE DUPLICACION

DE BIOMASA DE ALGUNOS ORGANISMOS

.BACTERIAS Y LEVADURAS
HONGOS Y ALGAS
VEGETALES

POLLOS.

PORCINOS

BOVINOS

'HUMANOS

W

10

a

120

o

(3¢

min.
hrs.

sem.,
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Por otro-lado, los microorganismos también presen--
tan desventajas, entre €stas esté&n: su toxicidad y pato-
genicidad, ya sea por sI mismos o por los productos que
excretan en el medio de crecimiento; la presencia de una
pared celular resistente gue dificulta, en algunos casos,
la completa digestibn de la protefna; un contenido alto
de &cidos nuclé€icos sobre todo si se tienen microorganis
mos con gran velocidad de crecimiento (29,30). Asimismo,
la poca aceptabilidad por consumidores humanos como con-

secuencia de hdbitos alimenticios ya establecidos (7,25).

Actualmente existen técnicas que pueden producir el
alto contenido de &cidos nucléicos de la proteina unice-
Jdular, de tal modo que ésta pueda sexr utilizada con mayor

seguridad, incluso por humanos (48-51).

En cuando a los brocesos de fermentacibn en desarro ’
llo o ya desarrollados para obtener protefna a partir de
derivados del petrbleo (32,37,38,52a55,87), de metanol
(32,36,56 a58), de 1icore$ sulffticos (59) y melaza dé -
cafa (60) son procesos considerados como de alta tecnolé
fié. Dichos procesos requieren de una gran inversifn de
capital; instalaciones estratégicamente ubicadas; gran-
des insumos de energfa; personal calificado y un mercado

gue consuma la produccidn, generalmente mayor de 100,000
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toneladas/afio (32,46). Los pafses en desarrollo diffcil
mente podria adoptar este tipo de procesos ya que, afn
cuando dispongan de la materia prima, carecen de la in-
fraestructura completa para realizarlos. Es por eso que
se ha intensificado la investigacibn dirigida al disehno
de procesos para produccidén de proteina unicelular (24,
25,31,57,58), acordes a los recursos y necesidades de

los paises no desarrollados.

1.3 UTILIZACION DE DESECHOS AGROINDUSTRIALES

La mayorfa de los paises en- desarrollo cuentan con
abundantes materiales lignocelulésicos de desecho, con
gran potencial para ser empleados como fuente renovable

de alimentos proteicos para. consumo animal.

En estos materiales, la celulosa no se presenta en-
forma pura, ya que normalmente se le encuentra formando
complejos resistentes de celulosa y lignina. Esto, auna
do a la presencia de zonas cristalinas en la misma molé-
cula de celulosa hacen que seé practicamente insoluble
(61,62,67), razén por la cual, la biodegradacibn de la -
celulosa en la naturaleza, por microorganismos capaces de
producir enzimas celulolfticas,es lenta (63,64,71). Los

complejos de celulosa y lignina est&n asociados a otros
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compuestos vegetales, principalmente hemicelulosas (62);
la capacidad celulolftica de los microorganismos sc¢ mani
fieste después de la degradacidn de los materiales més
susceptibles y después de un perfodo de induccidn del

sistema enzimdtico celulolftico (70,72,73).

Para la utilizacién de los materiales lignocelulbsi-
cos sin preﬁratamiento ffsico o guimico, es necesario
contar con microorgaﬁismos qgue tengan un sistema enzim&-
tico completo y eficiente. Desde este punto de vista,en
tre los microorganismos més estudiados se encuentran al-
gunos hongos (7,42 a 45,88,90,92), algunas levaduras (12,
23,39,56,65,81,85) y bacterias (40,41,65,69,70,72 a79,'
.94) ; afin cuando el mecanismo de acci6n enzimdtica en es-
tas Giltimas no ha sido tan estudiado como en hongos (63,
71,90), en la mayorfa de los estudios realizados con el
fin de efectuar la conversién de materiales lignocelul6-

sicos a biomasa se han usado cultivos puros.

En la naturaleza, la degradacién de materiales ligno-
celulbsicos se lleva a cabd lentamente, con el concurso
de la actividad de varios tipos de microorganismos, ya
sea simuiténeanente o en forma secuencial; es decir,
los microorganismos en la naturaleza no funcionan como

cultivos puros, por lo que es l6gico pensar 'en la posibi
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lidad de acelerar la conversidn de los desechos lignoce-
lulbsicos a biomasa, mediante la utilizaci®én de sistemas

microbianos mixtus.

Los sistemas mixtos pueden ser asoclaciones: levadu-~
ra-hongo, levadura-bacteria, bacteria-hongo, o bacteria-
bacteria, levadura-levadura, etc.; sin embargo, los siste
mas microbianos mixtos gue mis se han explorado en la
conversibén de desechos lignocelulBsicos a biomasa son
los formados por bacterias; €stos fueron mds efectivos
que los sistemas de un solo microorganismo celulolftico
(40,66,79,80a82). Un cjemplo de ésto se encuentra en -
el trabajo reportado por Han, quien empled un sistema -

.mixto formado por una cepa celulolftica de Cellulomonas

sp., Y una no celulolitica, pero capaz de consumir celo-

biosa, Alcalidenes fecalis. La mezcla de estas dos bac-

_terias al ser crecidas en un sustrato celuldsico presen-
t6 un mejor crecimiento que la cepa celulolitica sola

(82). En lcs trabajos del grupo de la Universidad de -
Louisiana, se reportan resultados similares al~usar una

cepa bacteriana de Cellulomonas sp., con una levadura,

para degradar el bagacillo de cana sometido previamente
a tratamiento quimico (66). Existen otros ejemplos de -
sistemas mixtos reportados, donde los resultados son si-

milares a los anteriores (40,79,81).
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Todo €sto lleva a considerar que el estado actual de
la utilizaciétbn de los desechos agroinduétriales regquiere
de una mayvor investigacibn que promueva y apoye el desa-
rrollo de nuevos enfoques en la conversifn de estos mate

riales a proteina microbiana de alto valor nutritivo.

1.4 EL BAGACILLO DE CANA DE AZUCAR COMO SUSTRATO

LICNOCELULOSICO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA

MICROBIANA.

México cuenta con una gran cantidad de desechos agro
industriales y urbanos. Entre los més importantes se en
cuentran el bagacillo de cafia de azficar y la pulpa de he
nequén (67,68), los cuales son subproduotos‘d§<indus—
trias ya establecidas,” ‘por lo que son abundantes y f&-

cilmente disponibles.

Se conoce como bagacillo o mfdula a la porcién no fi
brosa predominantemente constituida por c€lulas parenqui
m&tosas y que resulta del proceso de extraccidbn del jugo
de caha de azficar y durante 1la fabricaciéﬁ de papel a

partir de bagazo de cana.

La disponibilidad del bagazo de cafa de azficar a ni-
vel mundial se ha calculado en m8s de 104 millones de to

neladas anuales y constituven aproximadamente el 45% de la



cana seca (62,067).

En nuestro pafs se producen anualmente cerca de 30
millones de toneladas de cana de azficar, que a su vez
producen 12,5 millones de toneladas de bagazo, cuyo con-
tenido en celulosa es del 51% aproximadamente, es decir,
si se mantiene el nivel de producciébn de la cafia de az(-
vcar se dispondrfa, en cada ciclo anual, de casi 7 millo-
nes de toneladas de celulosa, de las cuales unos 3 millo

nes estarfan contenidas en el bagacillo (67).

En la tabla III se muestra la composicibn relativa

del bagazo de cafia de azGcar.

Entre los materiales celul&sicos de desecho gque se
hah estudiado, los mayores esfuerzos de investigacién y
desarrollo se han centrado en el bagacillo de cana (41,
62,63,066). Siﬁ-embargo, todavfa no existen procesos a
gran escala gue utilicen dicho sustrato como fuente de
carbono, debido a que requiere de un pretratamiento fisi
co y/o0 quimico para que la celulosa sea convertida ade-
cuadamente a protefna unicelular (41,60,61,65,71); aun-
que los pretratamientos son técnicamente factibles a la
fecha no han demostrato ser econfmicamente viables (67),

pues son costosos y de operacidn compleja.



TABLA III

COMPOSICION RELATIVA DEL BAGAZQ Y BAGACILLO DE CARA DE

AZUCAR.
COMPONENTE BAGAZO ENTERO  FIBRA  BAGACILLO
% (Base seca) % %

CELULOSA 46 .00 56.60 55.40
HEMICELULOSA* 24.50 26.11 29.30
GRASAS Y CERAS '3.45 - 2.25 3.55
CENIZA 2.40 1.30. 3.02
LIGNINA 19.95 19.15 22.30
SILICIO 2.00 0.46 2.42

* Se incluyen Arabanos, Galactenos y Xilanos.

REFERENCIA (75).
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A mediano plazo es factible que se puedan desarro-
llar tecnolégicamente los procesos de produccibn de pro-
tefna unicelular a partir de materiales lignoceluldsicos
de desecho que contemplan el uso de tecnologfa menos com
pleja y sobre todo gue la produccidn esté dirigida a sa-
tisfacer la demanda de un mercado interno regional (42,
46); mas afin, a corto plazo se podrian desarrollar proce
Sos de enriquecimiento proteico de estos materiales por
fermentacibn, para que puedan ser empleados como forrajes
mejorados (23,43,54,60,61), sin tener que utilizar proce

sos de separacién de la biomasa y el sustrato residual.

Estas consideraciones hacen importante el estudiar
el bagacillo de cana de azﬁcar.como modelo de sustfato'
lignocelulssico para la produccidn de biomasa microbiana,

"de tal forma que se aumente el contenido de proteina y,
por lo tanto, el valor nutritivo del bagacillo sin haber
lo tratadé previamente. Por otro lado, debido a que al
utilizar sistemas microbianos mixtos, se ha visto gue au

" menta la degradacidn de desechoshcelulésicos, es razona-

ble pensar gue, utilizando éistemas de este tipo, se po-
dria degradar mejor el bagacillo nativo, es decir, el ba

gacillo sin pretratamiento quimico y/o fisico.

De acuerdo a los reportes, los sistemas mixtos que
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se han probado han sido construfdos "artificialmente",
La eficiencia relativa de tales sistemas justifica la
bfisqueda de asociaciones mixtas naturales de microorga-
nismos adaptados a las regiones o habitats donde el dese

cho es producido y acumulado.

Por todo lo antes expuesto, el objetivo de este tra-
bajo se centra en el aislamiento y caracterizacién de
>.sistemas mixtos bacterianos que degraden'eficientemente
el bagacillo de cana de aztcar nativo, sin que éste sea

sometido a ninglin pretratamiento ni fifsico ni quimico.



MATERIALES Y METODOS
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2.0 MATERIALES Y METODOS

2,1 MEDIOS DE CULTIVO

Para el aislamiento de microorganismos se emple& un
‘medio de cultivo similar al reportado por Han y Sriniva-
san (83), el cual es un medio mfnimo que fue denomina-

do "F" y que contiene:

(%)

(NH,) 5O, 0.01
MgS0, . TH,0 0.017
KH2P04 0.05
K,HPO, 0.05
cacl, 0.01
NaCl 0.6

El pH del medio se ajust6 a 6.8, posteriormente se .
esterilizé a 24 lbs. de presibén y 115°C durante 30 minu-
tos. El CaCl, se disolvié por separado y se adicioné

despu€s de esterilizado.

Para el crecimiento de los microorganismos se em-
pleb el mismo medio "F", pero suplementado con 0.05% de
extracto de levadura, al cual se le denomin$ "FS". En

la preparacibén de in6culo y conservacibén de las cepas -
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aisladas se emplearon los medios denominados "2Z" y "MC".
El medio "MC" es un medio rico para bacterias que
contiene:

(%)

Extracto de levadura

(Difco) ~1.0
Glucosa (Difco) 2.0
Peptona (Difco) - | 2.0

El pH del medio se ajustf a 6.8 y posteriormente se
esterilizé a 115°C durante 30 minutos. Para preparar me

dio s6lido se agreg6 2% de agar.

El medio de cultivo "Z" es una modificacién del re-

portado por Han y Srinivasan (83) consistente en:

(%)
(NH,),50, | 0.1
MgSO, . 7H,0 0.017
KH, PO, C 0.05
K2HPO4 f . 0.05
cacl, ' 0.01
NaCl : 0.6
Extracto de levadura
(Difco) : 0.3

Glucosa , 0.5
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El pH del medio se ajust6 a 6.8 y se esterilizf a
115°C durante 30 minutos. Para preparar el medio s8lido

se agregS 2% de agar (Difco).

En los ensayos de caracterizaci8n se emplearon los

siguientes medios:

Caldo Nutritivo (CN) :

%)

Extracto de carne 0.3,
Peptona 0.5
pH final 7.0 a 7.2

Gelosa Nutritiva (GN): -
Contiene lo mismo que el caldo nutritivo m&s
1.5% de agar.

Gelatina Nutritiva (GelN):

De igual composicién que el caldo nutritivo

mds 12% de gelatina.



o
o

Agar Almidén (AA):

(%)

Triptona . 0.1

" Extracto de levadura 0.1

KZHPO4 0.05
-Almidén soluble 0,03
Agar 1.5

El almidén se solubilizé por separado calent&ndolo.

Caldo Peptonado (CP):

(%)
Proteosa-peptosa
(Difco) 0.5
Glucosa - 0.5
K2HPO4 ‘ 0.5
Caldo Tript&fano (CT):
Triptona &n agua 1.0%

Durante la caracterizacibn se emplearon las siguien

tes 'soluciones:

Lugol: ' '( % )

Yodo ' 5.0
Yoduro de potasio 10.0



Solucidn de Cloruro Mercfirico Acido:

(%)
HgC12 15
HCl concentrado 20
Agua destilada 100 ml

Solucibn indicadora de Rojo de Metilo al 0.02% en -

etanol al 60%.
Solucidn de KOH al 40% en agua.

Sdlucién de Alfa-Naftol al 5% en etanol absoluto.

2.2 AISLAMIENTO Y SELECCION DE MICROORGANISMOS

El aislamiento de los microorganismos celuloliticos

se efectud de la siguiente manera:

'Al medio salino "F" se le adiciond papel filtro ti-
po Whattman No. 2, parcialmente molido al 1% P/V, como
inica fuente de carbono. E1l pH del medio fue ajustado a
6.5, varios matraces con 100 ml de este medio fueron ino
culados con muestras de bagacillo seco o suelo de ingenio

azucarero y se incubaron a 37°C con agitacidn de 200 rpm.

De cada matraz en incubacibn, se tomaron alicuotas
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de 0.2 ml con pipeta estéril cada 24 horas, con las

gue se inocularon tubos de ensayo con solucidn de medio
"F". A €stos tubos se les sustituyd el tapbdn de plasti-
co por otro de gasa y algoddn al que se les adaptd una
tira de papel filtro (Whattman No. 2) con uno de sus ex-
tremos sumergido en el medio, se incubaron a 37°C con

agitacidn a 200 rpm.

2.3 SEPARACION DEL COMPLEJO BIOMASA-SUSTRATO

Muestras tomadas de 5 a 7 ml, fueron centrifugadas
a 1,000 rpm durante 3 minutos, despu€s de recuperado el
sobrenadante, el paquete, compuesto por el sustrato resi
dual y la biomasa, fue lavado con solucidn isoténica de
NaCl, aforando cada vez al volumen inicial y posterior-
mente centrifugado hasta tener densidades 6pticas meno-

res de 0.1 de absorbancia en el iltimo sobrenadante.

Los sobrenadantes asi obtenidos, fueron filtrados
en membranas millipore de 14 ym, y se leyd su densidad -
6ptica a 540 nm, antes y después de filtrar, para medir
la biomasa. La densidad Optica total a un tiempo dado -
de fermentacidn, se obtuvo sumando la densidad optica de
todos los sobrenadantes filtrados y restando en cada ca-

so el valor del tiempo cero.
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2.4 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

Estas pruebas se basaron principalmente en la obser
vacitn de los caracteres morfol8Sgicos y de cultivo, asf
como en pruebas biogufmicas y utilizacién de diferentes

fuentes de carbono.

2.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

La observacifn de estos caracteres se efectul me-
diante micrograffas, tincién de Gram, tincidn de cépsula y
tincibn de esporas de acuerdo a los siguientes procedi-

mientos:

La tinci6n de Gram se efectud de acuerdo a las téc-
nicas reportadas en los diversos manuales de microbiologia
(93) . Adem&s, se empled la té€cnica consistente en colocar
una gota de solucifin de KOH al 3% en un porta-objetos,
donde se emulsiona un poco de la coloﬁia problema em-
pleando una asa'déhsiembra; si al separar el asa de la
emulsién se forma un filamento viscoso la prueba.es‘posi
tiva y se trata de un microérganismo Gram negativo, si
no se forma el filamento viscoso la prueba es negativa

y corresponde a un microorganismo Gram positivo (84).

La tinci6n de esporas se efectus mediante el método -
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de Wirtz modificado por Bartholomew y Mitter (93) que a
continuacidn se describe: un frotis de cultivo problema
se fija al calor; se cubre el frotis con un pedazo de pa
pel filtro y se le impregna hasta saturacidn con verde -
malaquita. Se calienta sobre una placa, para que el co-
lorante actfie durante 10 minutos manteniendo en todo mo-
mento la saturacibn del colorante. Posteriormente se la
va durante 30 segundos con agua corriente. El siguiente
paso consiste en tenir el frotis con un colorante de con
traste como mercurocromo o fucsina fenicada, durante un
minuto. Se lava con agua corriente y el exceso de hume-
dad se quita con papel filtro. Finalmente se deja secar
al aire, una vez seco se observa el frotis al microsco-
pio con objetivo de inmersidn. Las esporas se tinen de
color verde p&lido, el resto de la célula se tine de ro-

jo o rosa.

La presencia de cépsulas se detectd mediante la tin
cién de un frotis tratando con una solucidn diluida de
tinta china y secado a temperatura ambiente. (93). Las cép
sulas se ven blanquecinas al microscopio. Ademéas, se em-
pled el método de Dorner para tincidn de cépsulas, para
el cual se prepard un frotis sin secar al calor y se tra
t6 con fucsina fenicada durante dos minutos. Después de

este tiempo se lavd con un minimo de agua y se dej6 secar
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al aire, una vez seco se extendib sobre el frotis una go
ta de nigrosina saturada y se dej6 secar al aire. Al ob
servar al microscopio con objetivo de inmersibn la capsu
la aparece sin tenir en tanto que la célula se tife de

color rojo.

2,6 CARACTERISTICAS DE CULTIVO

En los medios "CN", "MC" y "2" lfiquidos, se inocula
ron las cepas para determinar su crecimiento superficial,
turbidez y sedimento. En los medios "GN", "MC", "Z" y
"AA" sdlidos, se observaron las caracterfsticas de las
colonias como forma, color, elevacidn, textura, etc. En
tubos con medio "GN" e inoculados por picadura se obser-
v6 la movilidad y el tipo de agrupacidn de las colonias.
La movilidad también se observd directamente a través

del microscopio 6ptico.

2.7 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

Se llevaron a cabo las siguientes pruebas:

Hidrdlisis de almidén. Varias placas de medio "AA"
fueron inoculadas por picadura central y por estrias corta
das en los extremos, se incubaron a 35°C durante 48 horas.

Una vez transcurrido este tiempo se cubrid la superficie
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de la caja con lugol. Las cepas gque formaron un halo -

claro, hidrolizaron almidén.

Reduccidn de Nitr#tos. Se inocularon tubos con me-
dio "GN" mas 0.1% de KNO3 y se incubaron a 22°C de 2 a 5
dfas. Al final se afadid un mililitro de &cido sulfanf-
lico al 0.8% en &cido acético y 5 gotas de Dimetil-alfa
naftil-amina al 0.5% en &cido ac&tico. La coloracidn ro

ja o parda café indicé la presencia de nitritos.

Prueba de Rojo de Metilo. Se inocularon tubos con
caldo peptonado y se incubaron a 35°C, durante 5 dias;
al fiﬁal se anadieron 5 gotas de solucidén indicadora de
rojo de metilo. Un color rojo indic8 gque la prueba fue
positiva, el color amarillo correspondid a una prueba ne

gativa y el color naranja a un resultado dudoso.

Prueba de Voges-Proskauer. Se inocularon tubos con
caldo peptonado y se incubaron a 35°C, durante 48 horas;
al final se tomé un mililitro de cultivo y se le agregd
0.6.ml de solucibn de alfa—naftol al 5% en alcohol etili
co, mds 0.2 ml de KOH al 40%. Una coloracibn roja o -
rosada a los 5 minutos o después de 24 horas, se tomé co

mo prueba positiva.

Produccién de Indol. Se inocularon tubos con caldo
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tript6fanc y se incubaron a 35°C durante 24 horas; al fi
nal se agregb 0.5 ml de reactivo de Erlich. Se dejé re-
posar durante 10(minutos y se observd la coloracidn en

la superficie del medio. E1 color rojo fue prueba posi-
tiva, el medio sin cambio en la coloracién fue prueba ne

gativa y el amarillo resultado dudoso.

Prueba de Cataiasa. En un porta-objetos se puso
uﬁa goéa de agua oxigenada comercial y se emulsion® en
ella la mitad de una colonia de bacterias. La produc-
cidén de burbujas pequeifias en la emulsidn se tombé como re

sultado positivo.

Fermentacién de Glucosa, Almiddn, Galactosa, Lacto-
ga, Maltosa y Sacarosa. En tubos con medio "CN" se adi-
cioné el azficar respectivo al 1% P/V; en cada tubo se co
locd un tubo pequeno i;vertido. Se inocularon e incuba-
ron a 37°C durante 5 dfas; al final se afhadieron varias
gotas de solucidn de rojo de metilo a cada tubo de fer-
mentacién, la aparicidn de un color rojo indicd la pre-
sencia de &cido y la formacién de gas se observé en el -

extremo del tubo invertido.

Hidr6lisis de la Gelatina. En tubos con medio

"Gel-N", las bacterias se inocularon por picadura. Se
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incubaron a 35°C durante 5 dfas. La prueba de ﬁierli—
sis se efectuf de dos maneras: sumergiendo los tubos de
prueba en agua helada; la solidificacién de la gelatina
fue prueba negativa. La otra manera de probar la hidr6-
lisis se efectuf incubando a 22°C. durante 5 dfas; al fi
- nal se adicion6 cloruro mwercfirico &cido, la gelatina no

hidrolizada precipita.

2.8 UTILIZACION DE DIFERENTES CARBOHIDRATOS Y AMI-

NOACIDOS COMO FUENTE DE CARBONO.

Se prepararon dos series de cajas petri con medio
"F" s6lido a las que se agregaron, por separado, las si-

guientes fuentes de carbono al 0.5% P/V.

’

a) Monosaciridos: Glucosa, Fructosa, Galactosa, L-

Sorbosa, L-Ramnosa, Ribosa, Xilosa, Arabinosa.

b) Disac&dridos: Sacarosa, Maltosa, Celobiosa y Tre-

halosa.
c) Trisac&ridos: Rafinosa.

d) Polisac&ridos: Almid6n, Pectina, Acido Poligalactu

rénico y Xilanas.

e) Alcoholes: Metanol y Etanol.
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f) Alcoholes de Azficar: Glicerol, D-manitol e Inosi

tol.

g) .Otros: Salicina y Acetato de Sodio.

Rl

AminoAcidos: 20 Aminoicidos, excepto Cistina.

A una de las series de cajas petri se les adiciond

las siguientes vitaminas:

Biotina - 2 microgramos / litro
Tiamina ‘400 n "
Piridoxal 400 " "
Mio-Inositol 400 " o

Acido Pantoténico 400 " "

Las vitaminas se esterilizaron por filtracién y se

adicionaron al medio antes de vaciar a cajas.

2.9 ESTANDARIZACION DE LOS INOCULOS DE LA CEPA

TE-B1025 CELULOLITICA.

Para la estandarizacidn del inbculo de la cepa
TE~B1025 se determiné su curva de crecimiento en medio
"2" l1fquido. La cepa TE-B1025 forma parte de los siste-

mas mixtos utilizados en este trabajo.

Come se puede observar en la Figura 1,el maximo de
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. FIGURA 1.

gy i |

12 24 34

tiempo (hr)-

Curva de crecimiento de la cepa TE-B1025 en
medio "Z" a 37°C, pH 6.5, con una agitacidn
de 200 rpm.
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crecimiento en fase exponencial, se obtuvo alrededor
de las 15 horas, por lo gue se estiml conveniente estan-
darizar la preparacién de los in6culos para los experi-
mentos realizados con este microorganismo de la manera

siguiente:

a) Crecer la cepa TE-B1025 en placas con medio "2"
durante 24 horas para asegurar la viabilidad de

las células.

b) Resembrar a matraces con 100 ml de medio "Z2" 1f
qufdo e incubar a 37°C con una agitacibén de
200 rpm durante 14 horas, es decir, hasta alcan-
zar el miximo de crecimiento afin en fase exponen
cial, una vez transcurrido este tiempo se usaron

estas células como. inBculo.

2.10 ESTANDARIZACION DE INOCULOS PARA SISTEMAS MIX-

TOS.

Para encontrar la relacibn de indcuio 6ptima para
los sistemas mixtos formados por la cepa celulolftica
TE-B1025 y las no celulolfticas TE-B1025 PA y TE-B1025 PP,
se hizo ﬁecesario poder trabajar de una forma en que se
supiera r4pidamente la cantidad de c€lulas que se tenfa

en los in6culos, ésto se logr6 midiendo la densidad de
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cada in6culo a 540 nm y leyendo en una curva estandar.

el valor de peso seco,

Para hacer estas curvas estandar (Figura 2), se de
j6 crecer a cada una de las cepas durante 14 horas, en
medio "Z" lfguido a 37#1°C y 220 rpm, posteriormente, se
recuperd el paquete celular centrifﬁgando a 10,000 rpm
durante 30 minutos, y con &ste se prepararon suspensiones
de diferente concentracién celular,en solucidn salina
isot6nica,a las que se les leyd su densidad Optica a

540 nm.

Posteriormente, se filtraron de cada una, volGmenes
iguales sobre mémbranas Millipore previamente lavadas que,
‘posteriormente, se pusieron a secar a 70:1°C para evi-
tar que tanto las células como las membranas se quemaran,
una vez secas Se€ pesaron y se calculé €l peso de células,
en_gramos por litro, correspondiente a cada densidad &p
tica; los valores obtenidos fueron ajustados por el méﬁg

do de mfnimos cuadrados.
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'FIGURA 2.

Curva patrdn de peso seco Vs. D.O.

de las cepas TE-B1025 (e); TE~B1025 PP
(w) y TE-B1025 PA (A) crecidas en me-
dio "Z" a 37°C, pH 6.5 con una agita-
cién de 200 rpm.
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3.0 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO Y SELECCION DE BACTERIAS CELULOLI-

TICAS.

De acuerdo con el objetivo de este trabajo, se ais-
laron bacterias celuloliticas capaces de degradar celulo
sa microcristalina, a partir de muestras de suelo de un
ingenio azucarero, donde se ha acumulado bagacillo de ca

na por muchas décadas.

Como fue mencionado anteriormente el aislamiento se
enfocd a bacterias por su mayor velocidad de crecimiento,
elevado contenido proteico y perfil balanceado de amino-

dcidos.

Para el aislamiento de bacterias celulolfticas ver-
daderas, se utilizaron tubos de ensayo con tiras de pa-
pel filtro como fnica fuente de carbono y medio salino
"F". Los tubos en que se present® una rdpida disgrega-
cién del papel filtro fueron usados para llevar a cabo
una preseleccidn de cepas; debido a que en éstos habia
mayor posibilidad de encontrar las bacterias celulolfti-
cas, con mayor capacidaé para degradar celulosa organiza-

da en menor tiempo.



La purificacibn de cepas se efect .3 v -ando placas
con medio "Z" v todas lag colonias gque tueron diferentes
entre sf se volvieron a probar sobre pape! filtro, esco-

giéndose solamente aquellas que lo disgrégaron e€n menos

de 24 horas.

Las cepas asi seleccionadas fueron las denominadas
TE-B1016, TE-B1018, TE-B1019, TE-B1025, TE-B1027 y TE-B

1029,

Dado que el crecimiento de microorganismos sobre ce
lulcosa microcristalina es un medio para evaluar el tipo
de sistema celulolftico gue poseen, as{ como su capacidad
para utilizar, como sustrato, celulosa altamente organiza-
da, sin ningfin pretratamiento ffsico o gufmico que aumen
te su susceptibilidad al atague enzimfticoy, ademéas, como
las pruebas anteriores fueron solamente cualitativas pa-
ra seleccionar la mejor cepa celulolftica, se cuantificd
su crecimiento sobre celulosa microcristalina en medio
"F"; usando matraces agitados, de acuerdo a lo descrito en
la seccibn de materiales y métodos, se encontrd gue la
cepa TE-B1025 fue la gue -.presentf un mayor crecimiento,
(Figura 3), raz6n por la cual fue seleccionada pararealizar
los estudios de bioconversién del bagacillo de cana de

azficar a biomasa bacteriana.
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FIGURA 3.

tiempo (hs)

Crecimiento de las cepas TE-B1025 (e);
TE-B1016 (0); TE-B1027 (A); TE-B102Y
(4) ; TE-B1019 (a) y TE-B1018 () sobre
celulosa microcristalina al 1% en medio
"F'" a 37°C; pH £.5 con una agitacidn de
200 rpm.
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Durante ié etapa de purificacibfn se observ6 que la
cepa TE~B1025 ecstaba muy asociada con dos cepas no celu-
lol.ticas, que fueron clasificadas como TE-Bi02S5 PP y
TE-B1025 PA, raz6n por la que se decidid manejar estas

cepas como un solo sistema bacteriano.

Bajo el criterio de gue la eficiencia de un sistema
bacteriano mixto, para que degrade celulosa, depende en mu-~
cho de la capacidad celulolftica de por lo menos una de
las cepas asociadas, y como el material de interés
en nuestro estudio es el bagacillo de cana de azficar, se
probé el crecimiento de la cepa TE-B1025 sobre este mate
rial, sometido a un pretratamiento &cido (BT) y en forma
nativa (BNT), en medio "F", compar&ndolo contra un con-
trol de celulosa microcristalina; se obsTv6 que el
crecimiento en BNT fue menor que en la celulosa microcris
talina, €ésto quiz& se debi6 a una interferencia por lig-
nina; esta hip6tesis se ve apoyada por el hecho de que el
crecimiento sobre BT fue mayor y mds rfpido que sobre

BNT y celulosa microcristalina, (Figura 4).

En la Figura 5 se puede ver que la cepa TE-B1025
fue capaz de utilizar como sustrato aotros desechos agro-
industriales abundantes en nuestro pafs, asI como materia

les celul6sicos altamente cristalinés como CMC-23 y algo
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FIGURA 4.
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tiempo (hr)

Crecimiento de la cepa TE-B1025 scobre
bagacillo tratado (e); bagacillo no -
tratado (o); celulosa microcristalina
al 1% en medio "F" (m) a 37°C; pH 6.5
con una agitacidn de 200 rpm.
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luldsicos al 1%, en medio "FP", incubados

durante 72 horas a 37°C y 200 rpm.



d6n, raz6n por la que consideramos que esta cepa poseé
un alto potencial de aplicacidn para la bioconversidn de
otros desechos agroindustriales, adem3s del bagacillo de

cafna de azficar, a biomasa microbiana.

La Figura 6 muestra gue a pesar de que las cepas
TE-B1025 PP y TE-B1025 PA no fueron capaces de disgregar
el papel filtro y tampoco crecieron sobre celulosa micro
cristalina, si pudieron aprovechar como sustrato de cre-
cimiento a la pulpa de henequén y a la fibra de coco,
aunque en el caso de la cepa TE-B1025 PP, este crecimien
to fue inferior al logrado por la cepa TE-B1025, quiza
debido a que solo puede aprovechar los azficares solubles

presentes en estos sustratos.

En lo concerniente a la cepa TE-B1025 PA, se puede
observar que aungue no pudo crecer en celulosa microcris
talina, si lo logrd sobre bagacillo de cafa de azficar no
tratado y fibra de coco quizi debido a que, a pesar de no
ser celulolitica, si posea el sistema enzimidtico necesa-
rio para poqér utilizar las hemicelulosas y azflicares so-
lubles presentes en estos materiales; por otro lado, esta
grifica deja ver que esta cepa es capaz de utilizar la
pulpa de henequén como sustrato de crecimiento de forma

similar a como lo hace la cepa TE-B1025,



densidadopﬂca a 240 n.m.

— = mwms mmy wum T PE NS .. NE. RN s =

te-b 1025 | te-b1025 pp | te - b 1025 pa

2.0

1.0

| | é Al

A W B S
25 50 75 25 50 75

25 50 75

'Hempo' (hs)

FIGURA 6. Crecimiento de las cepas TE-B1025, TE-B1025 PP y TE-B1025 PA * ’ N
. sobre celulosa microcristalina (A); baqacillo de cafia no trata
do (A); pulpa de henequén (o) y fibra de coco (e) al 1% en -
medio "F"-a 37°C, pH 6.5 con una agitacidn de 200 rpm.



Existen evidencias de que las bacterias celuloliticas

del género Cellulomonas son dependientes de vitaminas, -

por lo que se prob6 un medic suplementado con extracto
de levadura como fuente de vitaminas, el cual se denominé
"FS", y como puede observarse en la Figura 7,el creci-
miento fue mejor en todos los casos por lo gque se usb es

te medio para los experimentos subsecuentes,

3.2 CRECIMIENTO DE LOS SISTEMAS MIXTOS.

Una vez seleccionadas las cepas y medios se proce-
did a realizar ensayos de crecimiento de las cepas
TE-B1025, TE-B1025 Pa, TE-B1025 PP y los sistemas mixtos
de TE-B1025/TE-B1025 PA y TE-B1025/TE-B1025 PP sobre ba-
gacillo de cana tratado (Figura 8), y bagacillo de cana
de azficar no tratado (Figura 9) al 1% en medio salino

IIFS 1] .

En este @iltimo ensayo, el crecimiento de las cepas
nb celulolfticas alcanzé una densidad 6ptica de 0.5, tal
parece que dicho crecimiento se debe sdlo al extracto de
levadura presente en €l medio, ya que las mismas cepas
¢recidas en bagacillo no tratado pero con medio "F", los

valores de crecimiento alcanzados fueron aproximadamente

de 0.2 de dencidad Sptica.



densidad optica a 540 n.m

n
O

=
O

FIGURA 7.

tiempo (hs )

Crecimiento de la cepa TE-B1025 sabre ba-
cacillo tratado (e); bagacillo no tratado
(o) ; celulosa microcristalina (@) al 1% y
en medio "FS" (@) a 37°C; pH 6.5 con una

‘agitacidn de 200 rpm.
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FIGURA 8.

tiempo (hs)’

Crecimiento de las cepags TE-B1025 (o); TE-B1025
PA (d); TE-B1025 PP (A) y los sistemas mixtos
TE-B1025/TE-B1025 PA (m) y TE-B1025/TE-B1025 pP
(A) sobre bagacillo de caha tratado, al 1% en
medio "FS" a 37°C, pH 6.5, con una aaitacidn de
200 rpm.
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FIGURA 9.

tiempo ( hs)

Crecimiento de las cepas TE-B1025 (o); TE-B1025 pa
(@) ; TE-B1025 PP (A) vy los sistemas mixtos '
TE-B1025/TE-B1025 PA (@) y TE-B1025/TE-B1025 pp
(4) sobre bagacillo de cafa no tratado al 1% en
medio "FS" a 37°C, pll 6.5 con una aaitacidn de

» 200 rom.
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“ En la misma fiqura sc puede observar que, por el
crecimiento alcanzado, los sistemas mixtos fueron més
eficientes cen la degradacidn del bagacillo no tratado

que la cepa celulolitica TE-131025,

Con base en el resultado anterior, se realizaron en
sayos con las cepas TE—B;O?S, TE-B1025 PP, TE-B1025 PA y
sus sistemas mixtos corré%pondientes crecidos sobre baga
cillo de cana no tratado y medio "FS", variando las pro-
porciones de inbculo de la cepa TE-B1025 PP y mantenien-
do constante la cantidad inoculada de la cepa TE-B1025

en 2.3 mg, en base seca (Figura 10).

En el Cuadro a de la Fiqura 10, ia relacién de iné-
culo para el sistema mixto fue de 1a0.5 es decir, se
inocularon 2.3 mg de la cepa TE-B1025 y 1.2 mg de la ce-
pa TE-B1025 PP; en el Cuadro b, la relacidén de inbculo
fue de 1 a 1, 2.3 mg de la cepa TE-B1025 y 2.3 mg de la
cepa TE~B1025 PP; en el Cuadro ¢ las cantidades inocula~
das fueron de 2.3 mg de la cepa TE-B1025 y 4.6 mg de la

cepa TE-B1025 PP, es decir, una rclacibn de 1 a 2.

En esta figura, se puede observar que el crecimien-
to logrado por la cepa TE-B1025 PP fue menor de 0.5 de

densidad &ptica, ain cuando la concentracién inicial del
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[]
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FIGURA 10. Crecimiento de las cepas TE-B1025 (@) ; TE-B1025 PP (@)% ¥ el sistema mixto TE-B1025/TE-B1025 PP (4)
a diferentes relaciones de indculo en peso; 1t 0.5 (a); 1:1 (b) y 1:2 (c) sobre bagacillo no tratad
al 1% en medio "FS", a 37°C: pH 6.5; con una agitacidn de 200 rpm. El indculo usado en la cepa
TE-B1025 fue de 2.3 ma.
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in6culo aumentd de 1 a 4 veces (Cuadros a y ¢,

En tanto que el del sistema mixto TE-B1025/TE-B1025
PP presentd un incremento, sobre todo, en el sistema con
una relacidn de indéculo de 1 a 2 (Cuadro c), observando-
se un efecto sin€rgico entre las.cepas TE-B1025 y

TE-B1025 PP,

En el ensayo con el ;istema mixto TE-B1025/TE-B1025
PA (Figura 11), crecido en las mismas condiciones que
TE—51025/TE—B1025 PP, se presentd un comportamiento simi
lar al dé la Figura 10, es decir, el sistema mixto alcan
zb valores de Qensidad 6ptica crecientes, de acuerdo a
la proporcidn inoculada de la cepa no celulolitica
TE~B1025 PA. Por otro lado, esta cepa tampoco sobrepasd

a 0.5 de densidad 6ptica.

En ambos ensayos, se muestra claramente que los sis
temas mixtos utilizan el bagacillo de cana no tratado de

manera mis eficiente que la cepa TE-B1025.

3.3 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS

Las pruebas de caracterizacidn para cada cepa fue-

ron realizadas como se indica en la seccidn de materia-



densidad opfica a 540 n.m.

FIGURA 11.

50 50

tiempo (hs) | B

Crecimiento de las cepas TE-B1025 (e); TE-B1025 PA (o) y el sistema mixto TE-B1025/TE-B1025 PA (a)
a diferentes relaciones de indculo en peso: 1:0.5 (a); 1:1 (b); 1:2 (c) sobre bagacillo no tratado
al 1% en medio "FS" a 37°C; pi 6.5; con una agitacién de 200 rpm. El1 indculo usado de la cepa
TE-B1025 fue de 2.3 mg.
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les y mftodos, los resultados se prescentan en la Tabla

Iv.

La cepa TE-B1025 tienc forma bacilar es Gram negativo,
con movilidad y con cédpsula; como caracterfstica princi-
pal estd su capacidad de desmenuzar el papel filtro, hi-
droliza lentamente la gelatina, hidroliza almidén, redu-
ce nitratos, es catalasa évnitiva y fermenta azticares co-
no glucosa, galactosa, maltosa, lactosa y sacarosa. Las
pruebas de Voges-prpskauer, la de rojo de metilo y la
producci6én de indol resultaron negativas, tanto para esta

cepa como para las TE-B1025 PP y TE-B1025 PA,

La determinacidn de la morfologfa colonial de la ce
pa TE-B1025 crecida en Gelosa Nutritiva fue la siguiente:
colonias blanco-amarillentas, de borde redondo, elevadas,
brillantes, transl@cidas, de superficie lisa, crecimien-
to lento, sin olor caracterfstico y con textura semivis-

cosa.

Varias de estas caracterfsticas se compararon con

las reportadas por otros autores para Cellulomonas, (Tabla

V), de tal manera que, la cepa TE-B1025, parece pertenecer

a este género, (83,85,86,91,95).



ChvPACTERISTICAS

MORFOLOGICAS,

TABLA 1V

DE CULTIVO Y BIONUIMICAS DE LAS CEPAS NOUE
INTEGRAN EL SISTEMA MIXTO TE-BI025,

1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS TE-B1025 TE-B1025 PP TE-B1025 PA
Foria bacilo bacilo ¢z coco
Movilidad + + -
Reaccidn de Gram - - +
Presencia de Cdpsila + + +
Presencia de Esporas - - -

2. CARACTERISTICAS DE CULTIVQ
Caldo Nutritivo + + +
Agar Nutritivo + + +
Desmenuzamiento de + - -
papel filtro

3. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
Hidr8lisis de Gelatina lenta lenta lenta
Hidrdlisis de Almiddn + - +
Reduccién de Nitrato a + + -
Nitrito ’ '
Prueba de Voges-Proskaver -~ - -
Prueba de Rojo de Metilo - - -
Prueba Catalasa + + +
Produccidn de Indol - - -
Fermentacidn de Glucosa + + ! +
Fermentacidén de Galactosa + + -
Fermentacidn de Maltosa + + +
Fermentacidn de Lactosa + + -
Fermentacion de Sacarosa + + +
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TABLA V

DESCRIPCION COMPARATIVA DE MICROORGANISMOS QUE UTILIZAN CELULOSA

Celulomenas

AISLADO DE HAN

CARACTERISTICAS Flaviacna Y SRINIVASAN(8?) TE-B1025
FORMA BACILOS, BACILOS ,CORTOS BACILOS
CURVO0S
0.4-0.6pm x 0.3-~0.5um x -
TrMARO 0.7-1.8um 0.8~1.2um
MOTILIDAD INMOVIL, INMOVIL MOVIL
GRAM VARIABIE © NEGATIVO NEGATIVO
AGAR LISO,AMARI- LISO,AMARILLO LISO,AMARILLO
INCLINADO LLO,0PACO OPACO,BRILLANTE BRILLANTE ,TRAHE
BRILLANTE LUCIDO.
TURBIDEZ TURBIDEZ TURBIDEZ
CALDQ UNIFORME UNIFORME UNIFORME
LICUEFAC- LICUEFACCION LICUEFACCION
GELATINA CION LENTA LENTA LENTA
DESMENUZAMIENTO "EN AGITA- EN AGITACION EN AGITACION
DEL PAPEL FIL- CION LIGERA LIGERA LIGERA
TRO
S .
COLONIAS EN @igégﬁgrén tes, Amarillentas,
PLACA lisas,planas,cir translicidas,lisas,
culares,creci- elevadas,circula-
miento lento en  res,crecimiento
gelosa. lento en qclosa.
TEMPERATURA 28-33°C 25-35°C 29-39°C
ALMIDON HIDROLIZA HIDROLIZA HIDROLIZA
NITRATO REDUCE REDUCE REDUCE
PRUEBA DE ROJO
DE METILO - NEGATIVA NEGATIVA
PRUEBA DE VO-
GES~PROSKAVER NEGATIVA NEGATI VA NEGATIVA
PRODUCCION
DE INDOL —~ NEGAT IVA NEGATIVA
GLUCOSA ACIDO ACIDO ACIDO
LACTOSA ACIPO ACIDO ACIDO
SACAROSA ACIDO ACIDO ACIDO
_MALTUSA ACIDO - ACIDO
DEXTRINA - ACIDO -
ALMIDON ACIDO - ACIDO




La cepa TE-B1025 TP es un bacilo corto, casi de for
ma cocobacilar, Gram ncgativa, movil y concépsula; no
desmenuza el papel filtro, hidroliza lentamente la gela-
tina, no hidroliza almidbén, reduce nitratos, es catalasa
positiva y fermenta azficares como glucosa, galactosa, mal=-
tosa, lactosa y sacarosa; su morfologfa colonial es la
siguiente: colonias blanquecinas, redondas, elevadas,
brillantes, translfcidas, excepto en el centro, superfi-
cie lisa, crecimiento ripido, con olor caracterfstico y

textura viscosa.

De acuerdo con algunos autores (85,95), la cepa
TE-B1025 PP presenta caracteristicas semejantes a la fa-
milia Pseudomonadaceae y probablemente pertenece al géne

ro Pseudomonas; esta cepa requiere de pruebas adiciona-

les para su mejor ubicacidn taxon6mica.

La cepa TE-B1025 PA tiene forma cocoide, es Gram posi
tiva, sin movilidad y con c&psula; no desmenuza el papel
filtro, hidroliza lentamente la gelatina, hidroliza almi
dén, no reduce nitrato, es catalasa positiva, fermenta
algunos azficares como glucosa, maltosa y sacaroéa, su
morfologfa colonial es 15 siguiente: colonias amarillas,

redondas, convexas, brillantes, opacas, de superficie 1i



.56

sa, crecimiento lento, con olor caracteristico y textura

cremosa.

Comparando las caracteristicas de la cepa TE-B1025
PA con las de otros ybneros afines, (Tabla VI), sc observa
la posibilidad de que dicha cepa pertenezca al género

Micrococcus (85,95).

Se prob6 para cada una de las cepas, la utilizacidn
de diferentes carbohidratos como finicas fuentes de carbo
no, (Tablas VIIaIX), ademfs, se probaron los amino&cidos,
excepto cistina, como fuentes de carbono, (Tablas Xa XII).
En ambos casos se utilizaron ﬁambién vitaminas con el ob
jeto de observar su efecto en la utilizacidn de las fuen

tes de carbono.

La cepa TE-B1025, (Tabla VII),en general, presentd
mejor crecimiento sobre medio I' y vitaminas; tuvo uh cre
cimiento regulaf sobre xilanos sin vitéminas. En ribosa
y acetato no hubo crecimiento. Se puede dééirhcon base
cnestos resultados, que la cepa TE~-B1025 requiere de vi-

taminas para una mayor utilizacidén de los diferentes car

bohidratos coﬁo fuente de carbono.

La cepa TE-B1025 PP, (Tabla VIII),en general,pfésen-

ta crecimiento bajo o nulo sobre varios de los carbohi-



TABLA VI. CARACTERISTICAS COMPARATIVAS ENTRE BACTERIAS DE AFINIDAD

£

PROBABIE CON LA CEPA TE-B1025 Pa,

Caracteristica Micrococcus Staphylococcus TE-B1025 PA
FORMA Cocos en té- Coco Cocos en té-
tradas tradas
TaAMARO 0.5a3.5 um 0.5a1.5 um
MOTILIDAD inmdvil inmdvil inmévil
ESPORULACION - * - -
GRAM + + +
INDOL - - -
CATALASA + + +
TEMPERATURA DE 25 a 30°C 35 4 40°C 25 a 40°C
CRECIMIENTO
HABITAT Sue los,agua Piel,glandulas Suelos
. piel humana de piel o muco-
y de animal sas de animal
No patdgeno Potencialmente No patégeno
patdégeno en ratas
COLONIAS Convexas de No determinado Convexas,
borde regqular borde entero
COLOR Amarillo, na Pigmentos caro Amarillo.
ranja o ver- tenoides.
de-amarillen
to.
TURBIDEZ Uniforme No determinado Escasa, no
uniforme.
SEDIMENTO Granular fi- No determinado Escaso y
no o viscoso viscoso.




TABLA VII

ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS COMO UNICA FUENTE DE CARBONO POR LA CEPA TE-B1025

1. MONOSACARIDOS CON VITAMINAS SIN VITAMINAS
Glucosa + + 4+ +
Galactosa + + + + +

: Xilosa + + -
. Fructosa * -
. Ribosa - -

2. DISACARIDOS

Celobiosa + 4+ + + +
"Maltosa + + + + -
Sacarosa + + + + +
.Lactosa + + + -
3. POLISACARIDOS
. Almiddn + + + + -
Pectina + +
-Xilanos + + 4+
" Agar - -
4, ALCOHOLES
- Glicerol + + + + +
Manitol + . -
Etanol : + +
-Metanol + +
5. ACIDOS ORGANICOS '
Acido Poligalacturdnico + b 4+ +
Acido Malé&ico + + -
Acido Citrico + + *

.Acido Acético - -



TABLA VIII

ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS COMO UNICA FULNTE DE CARBONO POR LA CEPA TE-B1025 PP

1. MONOSACARIDOS ] CON VITAMINAS SIN VITAMINAS
-Glucosa + -
Galactosa. ' - -

Xilosa ' + -
Fructosa + +
Ribosa * + +

2. DISACARIDOS

Celobiosa : - -
Maltosa - - _
Sacarosa : - -
Lactosa ‘ + -

3. POLISACARIDOS

Almidén ) - _ -
Pectina ' + + +
Xilanos + + + 4 +
Agar i

' 4. ALCOHOLES

Glicerol + +
Manitol + +
Etanol + +
Metanol + + 4
5. ACIDOS ORGANICOS

Acido Poligalacturdnico + + +

Acido Maléico + + 4+ + + + +
Acido Citrico + 4+ + 4+ + 4+ 4 +

Acido Acético - -




.GO

dratos utilizados, sin embargo, se pucde aprcciar un
buen crecimiento sobre ribosa, xilanos, metanol, &cido
maléico y citrato en la serie sin vitaminas, lo cual po
drfa indicar mcnor dependencia de los factores de creci-
miento; en xilanos y &cido citrico, el crecimiento no

parece ser afectado por la ausencia de vitaminas.

La cepa TE-B1025 PAa) (Tabla IX), utiliz6 mds carbohi
dratos que la cepa TE-B1025 PP, su crecimiento sobre al
gunos de ellos no se ve afectado por la ausencia de vi-
taminas y,en general, se puede decir que no es muy depen

diente de ellas.

La utilizacidén de los aminodcidos como fuentes de
carbono también se llev6 a cabo en dos series, una con

vitaminas y otra sin vitaminas,

La cepa TE-B1025, (Tabla X), utiliz6 mejor los amino
dcidos en presencia de vitaminas. La . treonina, valina e
isoleucina fueron utilizados afn sin vitaminas; la .fenila

lanina yeltript6fano no fucron utilizados sin vitaminas.

La cepa TE-B1025 PP, (Tabla XI), utilizd varios ami-
nofcidos afin en ausencia de vitaminas, es decir, la uti

lizaci6ébn de tales aminodcidos no parece depender de las



TABLA IX

ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS CO#MO UNICA FUENTE DE CARBONO POR LA CEPA TE-B1025 PA

1. MONOSACARIDOS . CON VITAMINAS SIN VITAMINAS
Glucosa + + + + + +
Galactosa + +
Xilosa + -

Fructosa + + + -
Ribosa - -

2. DISACARIDOS

Celobiosa + + +
Maltosa + + + + +
Sacarosa + 4+ + + + +
Lactosa + +

3. POLISACARIDOS
Almiddn + +
Pectina . + +
Xilanos + 4+ + 4 + + + +
Agar

4. ALCOHOLES
Glicerol + 4+ ++ + 4+
Manitol ‘ + + + + + +
Etanol + + -
Metanol . - -

5. ACIDOS ORGANICOS '
Acido Galacturdnico + +
Acido Maléico : + o+ + +
Acido Citrico + -
Acido Acitico + o+ 4+ o+ +




TABLA X

ASTIMILACION DE AMINOACIEOS COMO UNICA FUENTE DE CARBONO POR LA CEPA TE-B1025

AMINOACIDO CON VITAMINAS SIN VITAMINAS
Treonina + + + + +
Valina + + + + 4+ +
Isoleucina + + + + +
Cisteina + + + +
Alanina . + + + +
Arginina . + + +
Fenilalanina ' + + -
Acido Glutamico + + +
Histidina + + +
Leucina + + +
Lisina + 4 +
Prolina + + +
Serina + + +
Asparagina + + +
Acido Aspirtico + + +
Glicina + +
Glutamina + +
Metionina + +
Tirosina +- +
Triptéfano + -




TABLA XI

ASIMILACION Di AMINOACIDOS COMO UNICA FUENTE DE CARBONO POR LA CEPA TE-R1025 PP

AMINOACIDO ‘ CON VITAMINAS SIN VITAMINAS

Treonina : - v -
Valina ; 1‘ - -
Isoleucina . - -
Cisteina iy . + + +
Alanina . A;_ : . + o+ o+ 4+ o+
Arginina L e 'yz,fvi'-' - -
Fenilalanina o f{ o+ o+t R
Acido Glutdmico : o i : + 4+ + + + + 4+
Histidina A f : ' Lo + : R ‘
Leucina s L ' = - . .
Lisina ‘ . + ' L+
Prolina bk PR
Serina + 4+ + i+ + +
Asparagina + + + 4+
Acido Aspartico + 4+ o+ 4o+ o+
Glicina P - E 1-
Glutamina 2 . B - + 4+ - '} + 4+ 4
Metionina f - ' -
Tirosina ! ; . ’ + +:+ + # + 4+

Triptéfano FRI + 4+ o+
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vitaminas; por otra parte; llama la atencidn que no uti-
lice trconina, valina e isoleucina, leucinz, glicina y

metionina ain en prescncia de vitaminas.

La cepa TE-B1025 PA, (Tabla XII), utiliza mejor el
dcido glutémico y la gluﬁamina en presencia de vitaminas;
la treonina, valina, isoleucina y el &cido aspértico no
se ven afectados, en su utilizacifn, por la ausencia de
vitaminas; por otra parte, no fueron utilizados los ami-
nodcidos: cistefna, alanina, histidina, serina, treonina

y triptéfano en medio con vitaminas.

En un ensayo posterior se determind que, en la uti-
lizacidn de los carbohidratos, las vitaminas que mas in-

flufan fueron tiamina y biotina.



TABLA XI1

ASTMILACION DE AMINOACIDOS COMO UNICA FUERNTE DE CARBONO POR LA CEPA TE-B1025 PA

AMINOACIDO . CON VITAMINAS SIN VITAMINAS
Treonina 4+ + o+
Valina + +
Isoleucina _ + +
Cisteina 3 - -
Alanina ) ) e - -
Arginina o ' . . : £ .
Fenilalanina o ‘ ’,: s + - -
Acido Glutamico » ‘3  R R R *
Histidina - S L - - o
Leucina ’ + ' -
Lisina + -
Prolina + fi
Serina - -
Asparagina + :i
Acido Aspéartico ; + +
Glicina '? t -
Glutamina g‘ + o+ %
Metionina ; + =
Tirosina ' - -

Triptéfano : - S -




4,0 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se pueden con-

siderar las conclusiones siguientes:

a) Las caracterfsticas y la'estrecha ascciacidn mos
tradas en el aislamiento de las cepas integran-
tes de los sistemas mixtos, llev6 a considerarlos

i

como sistemas mixtos naturales, susceptibles de
ser optimizados en su actividad degradadora y de
ser aprovechados en la utilizacidén de otros sus-

tratos agroindustriales.

b) En la utilizacidn del bagacillo de cafa no trata
do, los sistemas mixtos fueron mis eficientes
que la cepa celulolfitica TE-B1025 y se pudo. bb-
servar, en el crecimiento de tales sistemas, un
efecto sinérgico _que' fue mis apreciable cuando
la proporcién inoculada de la cepa no celulolfti
ca fue mayor respecto a la cepa TE-B1025, Lo an
terior, sugiere la existencia de una relacibn &p-
tima de in6culo de los sistemas mixtos cuyp efec
to puede ser observado en una utilizacidn mis .

eficiente del sustrato,



c)

d)

67

Los diferentes grados de utilizaciébn de los com-
pucstos como fuentes de carbono, incluyendo los
aminodcidos, que mostraron cada una de las cepas
de los sistemas mixtos, asf como la dependencia
de la cepa TE-B1025 hacia determinadas vitaminas,
sugieren una posible explicacidn del efecto si-
nérgico observado en el crecimiento de los siste
mas mixtos. Profundizar en este punto, llevara
a comprender mejor la conformacién constitutiva
de estos sistemas mixtos, al disefio y formacidn
de otros sistemas "artificiales" con igual o ma-

yor eficiencia que los ya reportados,

Alin cuando no se trat6é de una clasificacién taxo
némica de las tres cepas de los sistemas mixtos,
las pruecbas de caracterizacién llevaron a consi-

derar a la cepa TE-B1025 como rerteneciente al

género Cellulomonas y a la cepa TE-B1025 PA como

perteneciente al género Micrococcus. La ubica-

cidn taxondémica de la cepa TE-B1025 PP no fue
muy clara, sc requieren de is pruebas adiciona-
les antes de voder asignarla a un género.en espe
cial; sin embargo, por las pruebas realizadas en
el presente trabajo se podrfa ubicar tentativa-

mente en la familia Pscudomonadaceac.
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