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Hdv en dia. el problema energético a nivel mundial cada vez va en
aumento. Nuevas fuentes estan siendo empleadas con el objeto de
diversificar el abasto de energia cuva demanda se ha wvuelto un
vroblema de primer orden. Las soluciones a esto se han sucitado
en distintas ramas de la Ciencia v la Tecnoloafa. En las dltimas
decadas la Biotecnoloaia a venido ofreciendo nuevas y mejores
alternativas para industrias como la alimenticia. farmacéutica,

agricola. minera v de alcohol. entre otras mas.

Es especificamente en la Industria de Alcohol en donde la
Biotecnologia ha desarrollado procesos novedosos a los vYa
pxistentes en materia de fermentacidn haciendo que estos aumenten

su productividad. eficiencia v rentabilidad.

Tradicionalmente, la produccidn se ha realizado mediante cultives




fermentados de la levadura Saccharomyces cerevisiae a partir de

fuentes de sacarosa.

Recientemente. se ha observado una mayor produccién de etanol por
parte de una bacteria del género lymomonas. la cual presenta

niveles de hasta 10% mas que la obtenida por levaduras.

Aunado a esto se han diseNado nuevos reactores de fermentacidn
con e] fin de aumentar la eficiencia del sistema vy aprovechar la
materia prima al mdximo. Sistemas de fermentacidn en continuo v
ce lulas inmobilizados son eiemplos de las alternativas aque ofrece

la Biotecnologia en esta rama.

Conociendo tanto las caracteristicas bioldgicas, bioguimicas ¥
geneticas de Zymomonas asi como el diseNo de nuevos biorreactores
se podra incrementar enormemente el nivel de produccién de
etanol. ofreciendo una alternativa energética a futuro asi como

diversificando mis a la Industria Azucarera, y favoreciendo




sustancialmente a las Industrias Tequilera,

Alimenticia del Pais.

Farmacdutica vy




Aislar y caracterizar lymomonas mebilis de jugo de caNa.

Comparar el rendimiento de la produccidn de la cepa aislada con

una cepa de referencia.



HIPOTESIS

Al aislar Zymomonas mobilis a partir de iugo de caNa se podrian
determinar los rendimientos de produccidn de etanol as{ como
encontrar especies mutantes que se desarrollen en concentraciones

elevadas de sacarosa.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a los altos costos de energia v a la escazes de
energeticos se han desarrollado un gran numero de procesos para

la oroduccion de los mismos.

las fermentacion para produccién de etanol es un proceso
desarrollado en paises donde sus recursos energsticos estan en
decadencia. este esta siendo utilizado como combustible en lugar

de gqasolina.

En nuestra reaqion aque es la de mavor produccion de alechol.
utilizado en bebidas embriagantes a partir de agaves. las
fermentaciones se llevan a cabo con cepas de levaduras comunmente

Saccharomyegs cerevisiae,

En fermentaciones con 2ymomonas mobilis se ha reportado wuna




produccion mayor de etancl. alcanzando una eficiencia en la
hidrolisis de sacarosa hasta de 97-98/ siendo gque la mavor

afiriencia reportada en levaduras es de 90%.




ENERGETICOS

A partir de 1972, los enerogticos se convirtieron sin duda en
produstos de aran intergds a nivel mundial. no solo poraque
sresentan un gasto en 2ualquier presumuesto nacional. si no
poraua han establecido una mavor diferencia entre quienes los

poseen v quienes no (Moreira ¢ HSoldemberg. 19513,

La sustitucion de ciertas fuentes de energia por otras mis
abundantes, de acceso o de uso mas convenientes. es un fen6meno
bien conozido en la historia de las naciones desarrolladas: La
madera que era la principal, vy pricticamente rnica fuente de
energia usada en gran escala por 2l hombre hasta el siglo XIX
{Fig, MNo. i} fue sustituida por el carbén mineral v este por
petreles v el gas natural mds recientemente (Moreira v

Goldembera. 1981).
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Miestra sociedad industrial. se alimenta. funciona y produce a
base de petréleo. si el ahastecimiento de este cesara de pronto.
retrocederiamos a las condiciones del siglo XVIII o bien a
tiempos mds remotos en donde los avances tecnoldgicos de hoy no

eran ni siauiera concebibles (CONACYT. 1980},

El petrdleo es un recurso no renovable. cuyo agotamiento en
terminos qlobales va estd a la vista. la produccidn de este serd
ineuficiente o2ara hacer frente 3 la creciente demanda (CONACYT.

19301,

En un estudio realizado por el profesor Meadows en 1972. 'Los
limites del crecimiento" v el eauiro WAES "Global prospect 1985-
2000" en 1977, ambos del Instituto Tecnolégico de Massachusetts.
asi comx los analisis energéticos llevados a cabo por la Comisitn
de Estudios de la AIE (Agencia Internacional de Energfa), a
finales de la década de los 70's coinciden en fijar el
aaotamiento de los recursos petroliferos para mediados del siglo

XXI (Deleito y Cabrero. 1984},

TA




13 demanda de este tipo de energi{a serd superior a la oferta para
finales del sialo (Fia. Na. 2). aunque sus precios sufran un
incremento del 507 en el transcurso de los préximos 20 aNos

(Deleitn v Cabrero, 1%84).

El aacotamiento del petrdleo a llevado a producir nuevas fuentes
de eneraia: el carbdn. energia nuclear. biomasa. energfa solar

del mar v edlica (Deleito v Cabrero, 1984).

Carbon

El carben tiene la gran ventaja. de que sus vacimientos suelen
sncontrarse  praximos a  las zonas industrializadas y aque el
valamen de sus reservas se estima en 2 veces las del petréleo v

las del gas natural juntas (Moreira v Goldemberg, 1981).

Aunaue las dificultades de explotacidn v transporte v su alto
poder contaminante (emisiones de S02 y NO) imponen por el

momento, serias limitaciones al desarrollo del carbdn. sin
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embargo. se considera aue estos incovenientes pueden solucionarse
a cortn plazo en la introduccion de nuevas tecnologias de
explotacion v aprovechamiento (Deleilo vy Cabrero. 19245, La
qasificacién del carbdn es un proceco que se viene  aprovechando
desde hane tiempo. mediante el cual se transforma el mineral en
un gas sintético de alto poder rcalorifico (9,506 keal/ka!
compuesto por metano v mondxido de carbonn, sometidndols 3 un
tratamiento de oxigenacidn a elevadas presiones v  temperaturas

{Deleitn v Cabrerc. 19724),

La licuefaccidn es otra posibilidad aque transformaria 21 carbidn
2n un combustible lfauido de baja calidad pero apto para cer
ayemado en centrales tdrmicas, o incluso en vehiculos de
transporte. El proceso consiste en una serie de hidrogenaciones
seauidas por depuraciones v filtrados. Tanto la gasificacién como
la licuefaccidn pueden facilitar considerablemente la explotacisn
v el transporte del carbon v es muy posible que 3 finales del
siglo serj una de las principales fuentes de energia (Deleito

Cabrera, 1984).
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Energia Nuclear EUTEE e

De todas las energias alternativas al petroleo. la de origen
nuclear es la aue a tomado mavor interds v el mavor volumen de
inversiones de los programas de desarrollo energético (Deleito vy

Cabrern, 19841,

La eneraia nuclear se basa en el calor generado por la fisidn de
determinados  isotopds  radiactivos sometidos . a  bombardeos

neutidnicos {Deleito v Cabrero, 1984).

El programa de desarrollo nuclear se inicié con buenos resultados
dado aque los bajos costos por kilowatt/hora que se estimaba en
princirin para est? tipo de energia. sin embargo se han
presentade problemas como el agotamiento de las reservas de
ranio. Actualmente la demanda de Uranio es de 30 000 T/aNo.
inferior 3 la oferta que es de S50 000 t/ako. pero se espera una

estabilizacidn oferta-demanda a finales del siglo. a partir de




ese momento las reservas se iran agotando en el transcurso de los

primeros aNos {Deleito v Cabrero. 1984).

Biomasa

La bicmasa aprovecha los residuos de materia orgdnica con elevado
contenido de hidratos de carbono. Aunque la cantidad de residuos
aue se producen es considerable (0.1 t/afio por persona en los
paises poco desarrollados v (.25 t/ako en los mis avanzados) las
pasibilidades de este recurso energdtico son limitadas v solo
presentan cierto interés en zonas rurales (Deleito v Cabrero.

a4},

Energfa Solar

La eneraja solar aprovecha 1a radiacidn del sol que llega a la
tierra. esta se transforma en energia térmica con rendimientos
del 50%. utilizando colectores planos o concentradores. o bien en

electricidad mediante sistemas fotovoltaicos con rendimientos del

e




{5% {se han construido plantas térmicas, que producen
electricidad a partir de un 2iclo cldsico de vapor alimentado por

energia solar) {Deleito v Cabrerc, 1984).

La eneraia solar se utiliza también en sistemas de calentamiento
de aqua a baias temperaturas para usos domésticos e industriales.
pero  para instalaciones de este tipo se requieren altas
inversiones, asi como para la produccidn de electricidad a partir

de esta fuente (Deleito v Cabrero. 1984).

Energia del Mar
la eneraia contenida en el mar se puede aprovechar de diferentes

formas:

fomo eneraia térmica. wutilizando la diferencia de temperatura
entre las aquas de superficie v las agquas profundas. diferencia
que en las aguas subtropicales pueden alcanzar los 20~30oC.

omo =neraia mecdnica. arrovechando el movimiento de las mareas




medianle sistemas de bovas flotantes. o las corrientes marinas

mediante turbinas ancladas en el fondo del mar.

Esta enerafa no esta bien desarrollada. en parte debido a las
alevadas inversiones gque se reauieren v los problemas técnicos

aspriados a 1a salinidad del mar (Deleito v Cabrero. 1904).

Enerafa Eélica

La eneraia edlica aprovecha 1a parte de la radiacidn solar que es

absorbida por la atmdsfara v transformada en enerafa cinética.

La eneraia contenida en los vientos es aproximadamente el-27 del
total] de la =2nerafa solar aque alcanza la tierra.  aunque

practicamente solo se utiliza una pequena cantidad.

De ‘todas las enerafas renovables. la solar v 13 edlica son las

aue se encuentran mejor distribuidas. Desde el punto de vista




aconfmico. la produccién en masa de aerogeneradores ehlicos. es
la clave para que los pracios resulten eomeetitivos con otras
fuentes de energia. La mayor dificultad de las aplicaciones de
tipo solar vy edlico o5 13 irreqularidad de su produccidn
eneragtica, aue whliga 3 disponer de costosos sitemas de

almacenamiento (Deleits v Cahrero. 1984).

Se ha calculado que para fines del siglo 1a demanda de energfa a
nive]l mundial sera abastecida en un 10% con el uso de estos

energétisos (Fia, No. 33,

Una de las posibilidades wmds econdmicas para produccidn de
comhustibles no fasiles parene ser la produccisén de etanol por

fermentacién (Ramirez. 1935,

La produccion de este hidrocarburo. con propdsitos energéticos

esta bien establecida a nivel industrial en varios paises

(Brasil. Estados Unidos., India. Nueva Zelanda. Unidn Soviética.

40
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entre otros). Se emplea como combustible en sustitucidn de. o
mazclade con. gasolina mara mover vehiculos reduciendo de este

modo 2] consumo de g9asolina (Moreira y Goldembera. 1981).

Entre 1os usos mas importantes de etanol se encuentran: Bebidas
embriagantes {obtenidas a partir de jugos de agaves, caNa de
aziecar, uva. ete.). se utiliza en la industria como disolvente y

en la medicina como antiséptico.

FERENTACION

Las tecnologias de  fermentacidn alecohdlica v la destilacidn
{produyccion de vinos v aguardientes) son muy antiguas como su
smpleo en la produccidn de energétinos se origind posiblemente a

mediados del siqlo XIX (Ramirez. 1985).

La palabra fermentacisn es de origen latino v en sentido escrito
se ha usado para designar la transformacidn d2] jugo de uva en

vino., La palabra latina "fervere® significa "hervir" y se usé




para describir el aspecto efervescente del jugode la uva en
fermentacisn, La primera explicacidn bioquimica del proceso por
2l cual el azgear en solucién acuosa es descompuesta en alcohol v
en gas carbdnicn. en virtud de la accidn de las células vivas de
levaduras. la dif el quimico francés Louis Fasteur el cual vio
que mientras descomponsn el 2zgcar en ausencia de aire. las
células de levaduras viven vy se propagan en el liquido en
fermentacisn. vy 1lamd al proceso de la fermentacidn alcohdlica
"vida sin oxigeno", Pasteur. explico que por 1a disposicién de
las c¢élulas de levadura de la misma manera aue s2 producen los
teiidos de los animales v las plantas aque respiran para
satisfacer sus necesidades metabolicas cuando son  oxidados

compuestos organicos en presencia de aire iKirk v Othmer. 1962).

En la actualidad se le l1lama fermentacidn alcohdlica a la
formacicn de alcohol etilico a partir de glucosa v otros azGcares
como la sacarosa. por la accion de los fermentos de la levadura.

La fermentacién alcohdlica es producida por el compuesto

. 1 O




enzimitico llamado zimasa. elaborada por varios microorganismos

{(Kirk v Othmer. 1962).

En la elaboracién de bebidas alcohdlicas la formacidp de
productos secundarios v su naturaleza determinan los caracteres y
la calidad del producto final: se forman aldehfdos v ésteres,
aloohaoles superiores que constituyen el aceite de fusel y algunos

dcidos grasos (Crueger v Crueger. 1984).

La fermentacién se lleva 3 caho en tres pasos; el primero es el
serindo de  incubacion. durante el cual se multiplican las
células, on el seqgundo perindo que es la “fermentacidn® el aazfcar
s2 oonvierte en alcohol v bidxido de carbono v el tercer perfodo
es la "postfermentacisn” que transforma a la dextrinas en azdcar
formentable que 3 su vez se convierte en alcohol (Kirk v Othmer.

1962,

La fermentacidn alcohdlica es una de las mds importantes pero



existen otros .tipos de fermentacisn mara la produccién de
metabolitos importantes, fermentaci4n de 4cido léctico y 4cido

acético, como ejemplos.

Fermentacién de Acido Lictico

Las bacterias homofermentativas productoras de 4cido ldctico
hidrolizan los azdcares compuestos v las dextrinas y  los
convierten en azicares ihewosas). 3 expensas de los cuales

producen soido lacticn (Crueger v Crueger, 1984},

Como la fermentacidn aleoohdlica, después de fosforilar la hexosa,
el organismo la descompone en dos moléculas de triosa-fosfato vy
convierte a este en Acido pirdvico con la formacién de NAD
reducide., El dcido pirdvico es reducido después a 4cido léctico

(Crueger and Crueger. 1984) (Fig No. 4.)

El drido ldctico es producido industrialmente haciendo fermentar

malta de mafz. suero de leche. melazas. etc. Los microorganismos
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Produccidn de dcido Idctico a partir de glucosa

Glulcoso
4
Gliceraldehido-3-P Lactato
P~J— NAD ~
Fosfato ’ : Laclato
dehidrogenosa dehidrogenosa
- NADH, : /
i
1,3-di- P~ Glicerato ' Piruvata
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que tienen mayor importancia a nivel industrial para este tipo de
fermentacidn son Lactobacillus delbrueckii. L. leichmannii., L.

bulgaricus o mezclas de los mismos. (Kirk y @thmer, 1962),

Fermentacién de Acido Acético

La oxidacién del etanol al deido acético (acetificacidn) por
diversas especies de Acetobacter es realizada en dos pasos: 1.
Dieshidrogenacidn  del etanal v conversidén en aldehfdo: 2.
Dleshidrogenacién del hidrato de acetaldehido v conversién en

acido acético (Peppler and Perlman. 1979) (Fig, No. 95).

Las soluciones que contienen £-12% de etanol v nutrientes (vinos
de frutas. cerveza de malta y de granos) se convierten
espontineamente en vinagre cuando se exponen al aire. Sin
smbarqo. se obtiene una mejor acetificacidn empleando métodos
requlados en los cuales se aNaden pequeNas porciones de la
solucién en forma contfnua a un recipiente que contenga vinagre y

los oraanismos apropiados.




Oxidacion de etanol a dcido acetico

2x3 ATP+HO

NAD(P) NAD(P)H, NADP NADPH,

H,0
2
CHyCHO . o  CHCH(OH), = CH,COOH

Etanol Acetaldehido Acetaldehido Acido acdtico
hidrato

CH,CH 01



El Acetobacter. que no forma esporas. frecuentemente mévil, vy por
lo general en bastones cortos, se presenta solo o en cadenas. Sus
especies pueden dividirse en 2 grupos: 1. Las que oxidan el §cido
acético v lo transforman en difxido de carbono y agua. 2. Las que

no oxidan el dcido acético (Peppler v Perlman., 1979).

La producci¢n de alcohol cobrd aran importanzia a concecuencia de
los elevados precing del petrdleo, Desde la década de los 707s se
han hecho arandes esfuerzos orientados al meioramiento del
proceso en sus tres niveles: El microorganismo. la fermentacien vy

13 recuperacidn (Crueger and Crueger. 1994),

Los microorganismos mds antiguamente usados para la produccidn de
etanol son las levaduras (Murillo v col.. 1924}, Actualmente se
conocen cerca de 40 oéneros empleados =n la fermentacidn
alcohflica  (Concheiro. 1985)., entre ellas Saccharomyces

cerevisiae, 8. carlsbergensis, Candida sp.. Kluyveromyces se.

entre otros (Ramfrez. 1985). Sin embargo desde hace



aproximadamente diez aNos ha tomado importancia una bacteria del

adnero lZymomonas (Murillo v col.., 1984).

Uno de los logros mds importantes de la biotecnologfa es 1la
produzcidn de etanol. se han desarrollado diversos métodos
orientados a la produccidn de este hidrocarburo -a partir de
fuentes renovables ricas en azdcares como glucosa y sacarosa
{caNa de azdcar. remolacha azucarera, sorgo dulce, mafz, trigo,

ete) (Concheiro. 19835).




BIOLOGIA DE ZYMOMONAS

Iymomanas fue descrita primeramente por Baker v Hillier en 1912,
fue encontrada como un agente causante de la enfermedad de 1la

ridra (Montenecourt. 1989).

El descubrimiento de esta bacteria se le atribuve a Lindner en
1928, quien aislh este microorganismo de pulque. Lindner lo llamd

Thermobacterium mobile (Montenecourt. 1985},

tymomonas es un aénero de afiliacidn incierta gque a partir de su
descubrimiento su nomenclatura a variado constantemente tal como |

se muestra en 1z Tabla No. 1.

Thermobacterium mobile Lindner (1928)
Pseudomonas lindneri Kluyver v Hoppenbrouwers (1931)
Lymomona mohile Kluyver v van Niel (1936)
Zymomonas mobilis Kluyver v van Niel (1936)
Achromobacter anaerchium Shimwell (1937)
Saccharobacter Shimwell (1937)
Saccharomsnas anaerchia Shimwell (1930)
3accharomonas lindneri Shimeell (1950}

Zymomonas anaerahia Carr (1964)

Zymomonas mobilis var recifencis  Goncalves de Lima (1970)
iymomonas conqolensis Van Pee v Swings (1971)

Tabla Ne. 1. Nomenclaturas asignadas a Zymomonas (1928-1971).



Las fuentes en las que se encuentra Zvmomonas por lo general son
ricas en carbohidratos. tales como. caNa de azdcar, agaves.
sidras. v se ha reportado en miel de abeja (Buchanan and Gibbons.

1984),

subespecies: I, mobilis mobilis Lindner. 1928 y 1. mobilis
pomacii Millis, 1955 (Montenecourt. 1985: Buchanan and Gibbons.

1924},

Morfologfa

Colonia
Colonias w~on bordes enteros. blancas o cremosas. de 1.5 mm de

didmetro para 1la subespecie mobilis y 1.0 mm para la subespecie

pomacii después de 7 dfas de crecimiento a 300C. su elevacién
puede ser convexa o umbonada (Montenecourt, 1985: Buchanan and

Gibbonons. 1984).

e




Celular

Bacilos cortos ocacionalmente elipsoidales, se  encuentran
generalmente en pares. pero pueden formar rosetas. conalomerados
o <adenas, no forman esporas ni cdpsulas. miden de 2.6 mu de
longitud v de 1.0 a 1.4 umde diimetro (Montenecourt. 1985:

Ruchanan and Gibbons. 1934).

Fisioloa{a

Iymomonas es una bactaria Gram (-) por lo general no es mjtil
cuando lo es posea de 1 a 4 flagelos lofdtricos, anerdbicas
facultativas v alqunas cepas anaerobias obligadas. son capaces de
fermentar 1 mol de alucosa 3 cantidades eaquimolares de etanol v
bidxido de carbono. Algunas cepas utilizan la sacarosa, pero no
son capaces de metabolizar la rafinosa. xilosa, ramnosa.
galactosa, manosa. sorbitol. arabinosa. dulcitol y lactosa

{Buchanan and Gibbons. 1974, 1984).
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Su temperatura dptima de crecimiento es de 300C., no sobreviven a
temperaturas mavores de &0of. El pH de crecimiento dptimo para
este oénerc es de 4.0 - 7.0. a pH menor de 3.05 y mayor de 8.0
inhibe su crecimiento. Zvmomonas tolera roncentraciones de
nloruro de sodio de 0.5 v 1.0%. en concentraciones de 2.0%7 de
esta sal el crecimiento es nulo, ademds es tolerante a altas
concentraciones de etanol vy alucosa. 5.5, 7.7% y 20. 40%

respectivamente,

Remiiere de vitaminas como pantotenato v biotina para su
N\

crecimienta, ademds de concentraciones de extracto de levadura ¥

neptona mayores de $.5% {Buchanan and Gibbons. 1974.1984),

La produccidn de la enzima catalasa en Iymomonas es positiva y la
oxidasa negativa. el acetil-metil-carbinol puede presentarse en
algunas cepas de igual forma aue el H2S. La produccién de indol.
la hidrflisis de qelatina. la reduccién de nitratos {Buchanan and
Gibbons, (1984) vy la erueba del rojo de metilo (Buchanan and

Gibbons. 1974) son negativos para este género. la reduccidén del




azul de metileno. la tionina v el trifeniltetrazolio son

positivos en este caso (Buchanan and Gibbons. 1984).

Iymomonas al igual que otros géneros es resistente a algunos
antibicticos. Buchanan y Gibbons en 1984 reportan a esta bacteria
como vesistente a Gentamicina, Kanamicina. Neomirina. Penicilina,
Streptomicina v sensible a Cloramfenicol y Tetraciclina. en el

raso de Ampicilina v Eritromicina la resistencia es variable

{Buchanan vy Gibbons., 1984: Montenecourt. 1985).

La sistemdtica de ZIymomonas debido a profundos estudios
realizados por Swings v De Lev en 1977 ha sida reestructurada
{Montapecourt., 1985). Primeramente estaba clasificada como un
qénaro con 2 especies,  lymomonas mobilis Lindner., 1928 v
Iymomonas anaerchia Shimwell, 1937. esta especie con tres
variedades: Z. anaerobia anasrobia Shimwell. 1937: I. anaerobia
inmobilis Shimwell, 1950 v I. anaerobia pomaceae Millis, 1936

{Montenerourt. 1983).




Swings v De Ley (1977) después de analizar la composicién de
bases del DNA. tamaNo del genoma. patrén electroforético de
proteinas. espectroscopia infrarroja v diversas caracteristicas
fenotipicas, llegaron a la conclusidn de que todas las cepas de
subespeniess Zymomonas mobilis mobilis Lindner, 1928 v Zymomonas
mobilis pomacii Millis, 1956. Las diferencias entre ambas se

myestran en la Tabla No. 2.

agente fermentante en bebidas alcohdlicas a partir de jugos de

palma. agaves etc.

Su importancia radica en los altos rendimientos &que presenta
comparado con levaduras utilizadas a nivel industrial, entre

ellas Saccharomyces cerevisiae v §. carlshergensis (Murillo vy

col.. 1984).

e




Caracteristicas

Dismetro de la
colonia a 30oC.
7 dias de
incubacidn

Cracimiento a
600

Porcentaie de
homoloaia
ADN/ADN ¢on
respato 3 la
cepa 9.3 de
Swinas v Do Ley
(1975)

Electroforogramas

de cluster de
proteinas

1. mobilis

1.5 mm

76 - 100

L. mobilis

4 i.O ("]

{3

r=0.79

con la subesp.

mobilis-

Tabla No. 2.

Diferencias entre subespecies 2. mobilis mobilis v 1. mobilis

pomacii,



Una de las caracteristicas mis importantes por las que se emplea
Zymomonas es su tolerancia a elevadas concentraciones de etanol y
sacarosa. Tolera niveles de etanol hasta 77.0 a/1 (Buchanan v
Gibbons. 1984: Monteneccurt. 1983) vy 462.1 9/1 de sacarosa

{Doelle v Greenfield, 1985h).

La membrana celular de Zymomonas estd compuesta por cardiolipina.
fosfatidiletanolamina. fosfatidilglicerol v fosfatidilcolina
ademis de 4cidos grasos como el 4cido vaccinico. mir{stico.
palmitico v palmitoleico (Carey e Ingram. 1983: Montenecourt.

1985: Doelle v Greenfield, 1985h v Benschoter e Ingram, 1984).

La sacarosa v el etanol parecen no tener efectos perjudiciales
sobre los 4cidos arasos. la resistencia a estos se debe
principalmente 3 la presencia de dcido vaccinico que representa
un 757 o mds del contenido de 4cidos grasos (Carey e Ingram.
1983: Montenecourt. 1985: Doelle y Greenfield. 1985b v Benschoter

e Ingram. 1986). Sin embargo estos causan una disminucidn en




fosfatidiletanolamina v un incremento en la cardiolirina vy
fosfatidilcolina (Carey e Ingram, 1983: Montenecourt. 1985:

Doelle v Greenfield, 1985b y Benschoter e Ingram. 1986).

En contraste a la sacarosa. la glucosa s{ afecta la membrana
celular de 2ymomonas en concentraciones de 10 a 15% (Doelle v
col.. 1982). Doelle v Mo Gregor en 1985 mencionan que la razdn
por la cual la sacarosa no afecta la membrana de Zymomonas es por
la formacidn de una cara protectiva alrededor de la célula
aparentemente similar a la capa de las bacterias Gram (+) (Carey

e Imaram. 1983: Montenecourt. 1985 v Doelle v Greenfield, 1985h).

La temperatura es un factor importante en la tolerancia de
{vmomonas puesto gque a temperaturas mavores de 41oC la proporcién
de dcido vaceinico disminuve incrementdndose el dcido miristico,
12 proporcién de fosfatidilcolina v cardiolirina se incrementsn

disminuvendo la fosfatidiletanolamina vy fosfatidilglicerol

{Benschoter e Ingram. 1986).




Un producto importante formado por Zymomonas —durante el
crecimiento en sacarosa es el levano. un polimero de la fructosa.
Dawes v sus colaboradores en 1944. encontraron que el 10% de la
sanarnosa en el medio es convertida a levano, el resto es
convertido a glucosa v fructosa, v posiblemente una enzima
invertasa sea la responsable de la hidfolisis de la sacarosa ¥ la
eroduccifn de levano. sin embargo las enzimas involucradas en

la utilizacién de la sacarosa no han sido bien definidas
(Montanecourt, 19831, La formacidén de este subproducto estd
ligadn a la temperatura, por lo general la produccién se presenta

a temperaturas de 30of.

En fermentaciones con Zymomonas ademis de la formacidn de etanol
y levano se ha detectado el sorbitol. Este se forma en presencia
de  qlucosa v fructosa a un pH controlado de 5.0 y en
concentraciones iniciales de 288.7. 300,15 v 397.0 g/l de
sacarosa {Doelle v Greenfield. 1985b). Millis en 1956 ha
reportado que alaqunas cepas de Zvmomonas utilizan el sorbitol

ademas de producirlo (Montenecourt. 1985).




Iymomonas mobilis es un microorganismo que fermenta la glucosa
por la via metabdlica de Entner-Doudoroff {(Carey e Ingram. 1983).
como se muestra en la Fig. No.4. Las enzimas involucradas en esta

via no han sido estudiadas con detalle (Montenecourt. 1983).




VIA METABOLICA Entner Doudoroff, utilizada por Zymomonas
sacarosa
glucosa : " fructosa
glucosa-G-fosfato —_ fructosa-s- fosfato
NaD*
qluconato-s-fosfofo]
8 lactone
6 fosfagluconato : ot
Hzo/l
2-keto-3- deoxy -6-fosfagluconato
b
gliceraldehido
3-fosfato .
co,
piruvato —4 acetaldehido
Pi !
gliceraldehido NADH
) ATP
fosfato deshidrogenasa \
etanol
1,3 difosfoglicerato
HO
/ fosfoenolpiruvato

ATP ‘

2 -fosfoglicerato



Tinci6n al Gram {Bradshaw. 1974)

{a tincidn bacterioldgica mds usada es la Tincidn al Gram. Esta
tincidn es de gran valor sistemitico va que divide a los
microorganismos en dos categorias v es el punto inicial del

procesn de identificacion.

La tincidn se compone de cuatro reactivos diferentes. El primer
colorante, el cristal violeta, imparte color a. los
microorganismos en el frotis; el segundo reactivo. una solucitn
de icdo-lugol refuerza la unién entre el colorante y el
sustrato, El tercer reactivo, una mezcla de alecohol y acetona
disuelve el colorante primario. Por dltimo la safranina se aplica

comd segundo colorante,



Muchos organismos retienen el cristal violeta a pesar del
decclorante v se les llama Gram positivos, La pared celular de
estos es sensible a 1a deshidratacisn con alcohol el cual actda
cerrando los poros de la pared celular. de esta manera el cristal

violeta v el iodo no salen de la célula.

la pared celular de los Gram negativos es m&s rica en lipidos ¥
aparentemsnte no cierra no cierra sus poros con el alcohol
arrastrando as{ el oristal violeta v tomando el segundo

colorante,

Anaerobiosis (Bradshaw. 1976)

En general los organismos se dividen en tres categorias,
dependiendc de su tolerancia a la presencia de oxfgeno, Los
anaerobios estrictos no toleran concentracién alguna de ox{geno.
Los anaerobios facultativos pueden crecer con o sin ox{geno, Los

aerobios no son capaces de desarrollarse en ausencia de ox{geno.

.r(




Tincién de flagelos

La presencia de flagelos se puede observar mediante una tincidn
especifica utilizando fucsina junto con 4cido tanico. este dltimo
acttia comp mordente el cual se adhiere a 1a célula y a los
flagelos en capas sucesivas hasta que los flagelos junto con la
célula aumenten sus dimensiones haciéndose visibles (Bradshaw.

19741 Bavardo., 1982},

Prueba del Rojo de Metilo (Eradshaw. 197é: Bavardo., 1982)

La reaccién del roio de metilo es dtil para medir el grado
diferancial de acidez v exclusivamente depende de pH final de un
cultivo después de unma incubacidnde 2 a 4 ‘dias. Algunas
bacterias producen 4cidos en altc grado por la hidrélisis de
glucosa v l1a acidez permanece constante, en tanto que otras son
capaces de atacar los mismos dcidos que forman y convertirlos en

ilcalis.




El rojo de metilo es un indicador que al agregarse a un medio en
el aque se havan fermentado carbohidratos v por consiguiente

producido 4cidos. cambia a su color 4cido en este caso amarillo.

Prueba del Azul de Metileno

Las fermentaciones se desarrollan en ausencia de ox{geno
molecilar, los oroanismos deben de obtener su energfa de las
moléculas del sustrato sin la participacion del oxfgeno. Las
reacciones gque liberan energfa son reacciones de oxidacidn, esta
puede presentarse en diferantes formas. En la aran mavor de las
oxidaciones anaersbias el sustrato cede un hidrdgeno, este debe
ser canturado inmediatamente por un aceptor. si no hay aceptores
de hidrdgeno libres la fermentacidn no puede realizarse. si se
mantiene un abasto continuo de aceetores de hidrdgeno el
organismo puede respirar continuamente (Bradshaw, 1976: Bavardo.

19823,




Hidr6lisis de Gelatina :p f>x=i1‘= SRR 'és‘EAM‘fﬁp‘#ﬁﬂ;;

la gelatina es una proteina que tiene la camacidad de formar
geles. La prueha de licuefaccidn de gelatina sirve para
determinar la hidrélisis de 1a molécula protéica por accién de la
exoenzima gelatinasa. El medio wtilizado en este caso debe
contener  esta  protefna, el cwal al ser inocylado  por
microorganismos quz liberen la gelatinasa, pasard del estado qei
a sol. esto se determina por la acci6n lenta o répida de los
microorganismas. Las primeras mol#culas proteicas que pasarin al
estado de sol serdn las m3s cercanas a los microorganismos. La
temperatura es un factor importante va que a elevadas
temperaturas 1a gelatina se licua ({Bradshaw, 1976: Bavardo,
19821

TN

Produccién de Catalasa (Bradshaw. 1976).

La mavorfa de las bacterias producen perdxido de hidrdgeno en

presencis de oxigeno libre. Dado que el perdyido de hidrédeno es




toxico :para las células vivas, es importante gue sea degradado.
ta catalasa es una enzima capaz de descomponer el perdzido de
hidrégeno en agua y oxfgeno gaseoso. Esta reaccidn sroporciona un
mecanismo de eliminacifn del perfxido qus por el contrario se
acumularia en un cultivo v matarfa a los microorganismos que lo

orodycsan,

Son muchas las bacterias que producen catalasa. unas en mavor
grads que otras. sobre todo las aerobias estrictas, por el
contrario no se ha demostrado su presencia en las anaerobias
obligadas. Aparentemente la falta de catalasa en los organismos

anaerchios es la causa de gque el ox{geno les sea venenoso.

La presenzia de catalasa se detecta con la aparicidn de burbujas

al agregar unas gotas de H282 al 3.0% en el cultivo.



Produccién de Indol

El indol es un producto resultante de la descomposicién del
triptofano. por bacterias caracteristicamente activas en las
descomrosicidn protefca. El triptofano es el dnico aminodcido que
coptiene el anillo indol. por lo que los medios de cultivo

empleados en esta prueba deben contenerlo en grandes cantidades.

El indol se manifiesta al awadir uma solucién de para-
dimetilaminobenzaldehido. Los reactivos de Ehrlich y Kovac
sontienen esta sustancia unida al aleohol etilico o amflico la
cual extrae el indol haciendo que sobresalga a la superficie del
medio inoculado en forma de una cara delgada de color rojo

rosado {BEradshaw. 1978: Bayardo., 1982).

Produccién de Acido Sulfhidrico

La produccién de 4cido sulfhidrico es una propiedad de organismos

aue hidrolizan aminodcidos sulfurados. Estos organismos tienen




una enzima <que desprende el dtomo de azufre el cual es luego
reducido con hidrégeno de los sustratos. para formar dcido
sulfhidrice, por lo tanto el azufre funciona como aceptor de
hidrigens, El aminodeide cisteina es el mds utilizado, por lo
tanto el medio deberd contener grandes cantidades de este ademds
de wuna sal de hierro o de plomo. El 4cido sulfhidrico producido
reacciona con estas sales v aparece en forma de un precipitade

negro en el medio (Bradshaw. 1978).

FL i




FERMENTACION CON ZYMOMONAS

La produccidn de etanol ha cobrado gran importancia sobre todo en
paises donde sus recursos energéticos han disminufdo en los
iltimos anos, Brasil es un ejemplo. donde utilizan el etanol como
2omhustible.  en algunos casos se utiliza mezclado con gasolina v

en otros en forma pura {Moreira y Goldemberg., 1981},

L2 fermentacidn es una alternativa para la produccién de este
hidrocarbure.  Los  microorganismos aue se wotilizan en  la
aroduccién industrial son las levaduras entre ellas Saccharomyces

cerevisiae y §. carlsbergensis (Murillo y 2ol.. 1924),

Iymomonas mobilis es una bacteria que ha sido utilizada para

fermentacisn etandlica, reportdndose altas producciones, ademds
de tolerar sacarosa v etanol en altas concentraciones, mayores
aue levaduras. Este génerc es capaz de fermentar ! mol de glucosa

2 1,5-1.8 moles de etanol v 1.8 moles de C02, utilizando solo un




2.0% de sustrato para crecimiento. presentando rendimientos del
97-927 ‘Doelle v Greenfisld. 1985b). comparado con el rendimiento

miximo reportado para levaduras. del 907 (Maia. 1987).

La produccién  wvar{s deeendiendo de las condiciones v tieo de
fermentacién., Los pardmetros importantes son temperatura, pH,
aereacidn, componentes del medio v 13 cepa utilizada. Existen
diversos tipos de fermentaciones como la continua,  fermentacidn
en batch, con microorganismos inmobilizados. etc.. Los reportes
msstran que la fermentacidn en batch es la mds frecuentemente
utilizada v con mejores resultados {(Lee v col.., 1979; Doelle vy

ireenfieold, 19839a).

Se ha reeortado una produccién de 132.0 g/1 en fermentacidn batch
3 una concentracidn inicial de 400.0 g/1 de sacarosa en un tiempo
d2 72 hrs a 35¢C para una cepa mejorada en laboratorio (coleccidn
de la American Type Culture Collection, ATCC 39676): con un

vendimiento de 0.37: sin embargo a concentraciones menores de




sacarosa el rendimiento euede ser mayor alcanzando niveles de
0.50 con 95.5 g/1 de producciin de etanol a partir de 200.0 g/l
de sacarosa inicial en un tiempo de 24 hrs a 350C (Doelle vy

Greenfisld. 1985b).

En cultivos continuos se obtuvo una produccién de etanol para la
cepa ATCC 10988 de 60 a 65 g/1 utilizando glucosa entre 100 v 200

a/] inirciales v una temperatura de 30oC (Lee vy col., 1979},

Debido 2 los altos costos de la destilacifn se han desarrollado
diversos métodos para 1a produccién de etanol como el de células
inmovilizadas, utilizando geles de alginato de calcio. En este
mdtodo <o utilizaron concentraciones de 50 a 300 g9/1 de glucosa,
aprogimadamente el 27.07 fue fermentado obteniéndose una
produccisn de 126.3 g/1 con una concentracitn de células de 58.0

g/] en peso seco 3 30oC (Bajpai v Margaritis. 1983).




MATERIAL Y METUDOS

Obtencion de Muestras.

S2 realizaron tres muestreos al azar de juge de caNa para el

aislamiento de bacterias del género Zymomonas,

la oprimera muestra se obtuvo de un local comercial, en frasco
estéril de 500 ml. Se utilizé un termémetro graduado de 0 a 1500C
v un potencidmetro portdtil marca Conductronic. para medicidn de

temperatura v pH. respectivamente.

Fara el segundo v tercer muestreos las muestras fueron obtenidas
da 2 Ingenios azucareros. A continuacién se describe brevemente

el proceso de fabricacitn de azlear.

s




Be la molienda de las caNas se extrae el jugo, el cual es tratado
con azufre con el propdsito de eliminar la flora microbiana
{Sulfitacidn), en seguida los sdélidos presentes en el jugo sun
precipitados con Hidrdxido de Calcio {(Alcalizado). Al paso de
clarificacién le sigue una filtracidn a B0-%0oC y el jugo va
filtrado es evaporado para concentrar el azdcar. este pasa a las
centrifugas  donde se separa la melaza (Az@cares no
eristalizables}) v la sacarosa tipo estdndar la cual pasa a uma

ijltima otapa de secado.

El segqundo muestren s= realizd en el Ingenio José Marfa Martinez
2n Tala, Jal. Se obtuvo una muestra de 1000 ml de cada una de las
primeras  etapas de la produccién de azfcar antes de la
cristalizacidn (Sulfitado, Alcalizado. Clarificado y Filtrado).
Estas muestras se obtuvieron en frascos estériles v midiéndose

temreratura v pH a la vez.

En el Ingenio de Puga en Tepic, Nav. se realizé el tercer




muestreo obteniéndose una muestra de 1000 ml también de las cuatro. "
orimeras etapas de la produccidn de amdcar ¥ en las mismas

condiciones que los muestreos anteriores.

Aislamiento de Cepas.
Despuds de transeortar las muestras al laboratorio se realiad el
mtodo 1 de aislamiento para el jugo de caNa comercial que se

desoribe a continuacidn.

Método 1

Ze realizaron diluciones en 3gua estéril. 1:10. 1:100, 1:1 000 ¥
1:10 200 en tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad,

De las diluciones 1:1 000 v 1:10 000 se tomaron 100 ul y se
sembraron por aspersidn con tridngulo de vidrio en placas Petri
con medio de aislamiento 1 (ver cuadro de medios) y se incubaron
a 300C en una incubadora marca Precision durante 48 hrs. Al
términc de esta incubaci6n se aislaron con la avuda de una asa

bacterioldgica las colonias diferentes en cuanto a morfologia




color v tamaNo. Cada cepa diferente se resembrd en el mismo medio
hasta obtemer un cultivo puro., Con el objeto de que se
desarrcllaran mejor los microorganismos en el jugo de ¢faNa.
despugs de tomar 10 ml para las diluciones. el jugo se incubd 24

hrs 3 20oC v se repitid el método 1.

Comz una segunda alternativa se utilizd el mitodo 2 para las
muestrac de Tala. Jal. v en Tepic, Nav. descrite por Rodriguez y
Callieri en 1983, que presentaba mejores condiciones para el
aislamiento de bacterias d2l género Ivmomonas. El método se

realizd de la siguiente manera:

Método 2

Ze obtuvieron las muestras de la misma manera que el método 1.
midigndose temperatura y pH. El medio de aislamiento 2 (ver
cuadro de medios) v los tubos de ensave de 10 ml con tapones de
hule para vacio fueron esterilizados por separado. Se 1lenaron

tos tubos con el medio v se incubaron en posicidn vertical dentro




de los frascos con jugo de caNa a 300C por un periodo de 48 hrs.
Al término de la incubacién se tomd 1 ml de crecimiento
bacteriano superficial con una micropipeta Gilson y se inoculd en
S ml de medio de ;islamiento 2. Se incubaron a 30oC duranfe 48
hrs. Este paso se realizé en dos ocasiones. bajo las mismas
condiciones. Re este cultivo se realizaron diluciones de 1:1 000
y 1:10 000, Se tomaron 100 ul mezclindose en el medio de
aislamianto 2 en agar blando v virtidndose a las cajas. Se

incubaron a 30oC durante 48 hrs.

Cada cepa diferente en cuanto a morfologfa, color y tamako de
colonia se aisld con ayuda de una asa bacterioldgica, Mediante
cultivos posteriores a 30aC y 48 hrs se obtuvieron cultivos puros

de las cepas aisladas.

Cuadro de Medios
Medio de Aislamiento 1

Este medio fue modificado en el laboratorio a partir del




mencionado en el catdlogo ATCC (American Type Culture Collection)

de 1982,

9/l
Glucosa 20.6
Eutracto de levadura 20.0
EH2 P04 1.0
Acido pantoténico 0.1
Agar 15.0

El pH fue ajustado a 6.5 con NaOH 1.0 M

Madio d= Aislamiento 2

g/l
Gluecosa 20;0
Extracto de levadura - 10.0
KH2 PD4 2.0
Agar 15.0

El pH fue ajustado a 6.5 con NaCH 1.0 M

Las cepas fueron mantenidas en medio de aislamiento sélido a 4ol

-



durante 15 dfas como mdximo. al cabo de este periodo se
replicaron para manejar cultivos frescos en las pruebas de
caracterizacién. Las cepas aisladas fueron mantenidas en glicerol
al 157 a -700C (Kirsoe. 1984) en un ultracongelador (FORMA -
SCIENTIFICY, esto con el objeto de preservar dichas cepas por

perindos prolongados.

Pruebas de Caracterizacién

Despusés de obtener un cultivo puro de las cepas aisladas se
realizaren las pruebas de rcaracterizacidn correspondientes., de
acuerdo  a Buchanan en su Manual de Bergey en 1984, agrupados de

la siguiente manera:

Grupo 1

Tincidn al Gram
Anaerobiosis
Tincién de Flagelos

Roio de Metilo




Azul de Metileno

Hidrélisis de Gelatina

Grupo 2 : S
Produceidn de Catalasa
Produccién de Indel

Produccidn de Acido Sulfhidrico

)

Gruro 3

Crecimiento en Concentraciones de 20 y 40% de Glucosa
Crecimiento en Fructosa, Manitol. Sorbitol y Gliceroi
Crecimiento a 20, 40 y 60oC N

Crecimiznto a Concentraciones de 0.5, 1.0 y 2,0% de NaCl
Crecimiento a Concentraciones de 5.5, 7.7 y 9.9% de Etanol

Crecimiento a pH 3.0, 6.0 v £.0

Resistencia a Antibiéticos
Ampicilina., Cloramfenicol. Eritromicina. Gentamicina, Kanamicina.

Neomicina. Penicilina. Streptomicina y Tetraciclina.




Tincién al Gram

Para realizar la tincién al Gram. las cepas fueron sembradas en
medio LB (ver seccidn de medios y soluciones) los cultivos de 12
3 28 horas antes de la tincidn procurando que los cultivos fueran

jdvenes,

En un portaobietos se prepard un frotis cubri¢ndolo con cristal
violeta durante 1 min v se lavé con agua corriente, enseguida se
cubrid con solucidn de lodo-Lugol por 1 minuto. se lavd con agua
corriente agregando despuss una soluzién de alcohol-acetona
170:30 v/v) gota a gota hasta quitar el exceso de cristal violeta
y lugol, Se lavd con agua corriente y finalmente se cubrié con
safranina durante 30 seg. este co}orante fue removido con agua
zorrient2. La preparacién fue secada al aire vy se observé con un
shietive de inmersidn en un microscopio de contraste de fases

{American Optical Modelo One-Ten),




Anaerchiosis R fea

Pars 1a prueba de anaerobiosis se utilizé el medio Brewer {ver
seccifn de medios y soluciones). Se sembré por estrias y las
placas fueron incubadas en una jarra para cultivos anaerobios, se
utilizé un sobre generador de hidrdégeno v C02 para crear una
atmisfera anaerobia. Las placas fueron incubadas a 30oC durante

42 hrs.

Tincién de Flagelos

De un cultivo joven (6 a 12 hrs} se hizo una suspensidn en agua
destilada. se colocd una gota en un estremo de un portaohjetos
auimicamente limpio {remojados en mezcla crémica durante 24 hrs),
2] portanbjetos se inclind para gque la gota se derramara hasta el
atro extremo, v se dejd secar al aire en posicidn inclinada. Una
vez <seco se cubrid con el colorante Leifson (ver seccién de
medios v soluciones) durante 15 min (el tiempo varfa dependiendo

de 13 cepa) se elimind el colorante v se lavé con agua corriente

2 m




muy suavemente. Se secd al aire v se observd con ohjetivo de

inmersifn.

Rojo de Metilo

%2 inocularon las cepas en tubos con 5 ml de caldo RM-VP (ver
seccién de medios y solucion2s). Los tubos fueron incubados por

un periodo de 48 hrs a 30of en un incubador orbital. Despuds de
1a incubacidn se agregaron 5 gotas del indicador rojo de metilo

iver seccidn de medios v soluciones) (Bradshaw. 1976).

Azul de Metileno

s un recultivo en calds nutriente (ver seccidn de medios y

soluciones de 24 thrs de incubaci6n a 300C se tom6 1 ml y se

transfirié a otro tubo con 3 ml del mismo medio. a este se le
\

aqregaron 2 gotas de la solucidn de azul de metileno y se observd

21 vire de color en intervalos de 15 min.
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Hidrélisis de Belatina

Cada de las repas aisladas se sembrd por estrias en placas Petri
(Método Fraser) con agar-nutriente-gelatina 0.4% (ver seccibn de
medios v soluciones), se incubaron por un Perfodo de 48 hrs a
30oC. Al término de la incubacidn se cubrid la superficie de cada
placa con uma solucidn saturada de sulfato de amonio y se dejd

reaccionar durante 20 min {Bradshaw. 1%74}.

Produccidén de Catalasa

El ensayo pars la produccidn de catalasa se realizé en medio
Trirtosa-Fosfato-Agar (ver seccidén de medios v soluciones),

inoculando por estrias cada una de las cepas. Se incubaron a 300C
por un perfodo de 48 hrs. Al término de esta incubacidén la
presencia de catalasa se detectd agregando 5 gotas de uma

soluci#n de H202 al 37%.

Py,




Produccién de Indol S !

Las bacterias fueron inoculadas en tubos zon 5 ml de caldo de
triptona (ver seccitn de medios y saluciones) y fueron incubadas
a 20aC por un periodo de 48 hrs en un Incubador Orbital Marca New
Brunswick Modelo 623, se transfirié 1 ml de cultivo preincubado a
un tubo de ensaye v se le agregd sclucidn de Kovac (ver seccidn
de medins y saluciones) gota a gota hasta formar una cara de { cm
de espesor. procurando no mezclar el reactive con el medio v

manteniendo los tubos en posicidn vertical (Bradshaw, 1976).

Produccién de Acido Sulfhidrico

Fara esta prueba se utilizé el medio peptona-hierro-agar (ver
seccidn  de medios v soluciones). en tubos de ensaye inclinados.
2en 5 ml de medio. Se inoculd por picadura hasta el fondo del
tubo, estos fueron incubados a 20oC por espacio de 48 hrs.

{Bradshaw. 1976).

2
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Tolerancia a Sacaresa e L

El ensayo de tolerancia a sacarosa., se realizd con las cepas

M-1-C v M-3-B, utilizando el medio descritn pdr Doelle y
Greanfield en 19€3. Las concentraciones probadas fuefon de 200,
0 v 400 9/1, se realizaron en tubos de ensaye con 10 ml de

medio incubados a 300C, muestreando a las 24, 32, 48 v 72 hrs.

Crecimiento en Concentraciones de 20 y 407 de Glucosa

El orecimiento de las cepas en concentraciones de 20 y 407 de
glucosa  se realizd en placas con medio descrito por Doelle v
Greenfield en 1983, {ver seccién de medios v soluciones)., Se
sembraron  por estrias probando las  concentraciones antes

mencionadas. Se incubaron a 30oC durante 24 hrs.

Crecimiento en Carbohidratos

El crecimiento en diversos carbohidratos se realizé en el medio

descrita por  Doelle 'y Greenfield en 1985, wutilizando

B




concentraciones de 2,04 de sorbitol, glicerol, - manitol vy
fructosa, en esta gltima la concentracidn fue la correspondiente
2n paso de 20.0% de sacarosa que fue de 4.7¢4. Las cepas fueron
sembradas por estrias en medio sélido e incubadas a 30oC durante

24 hrs.

Resistencia a Temperatura

S2  hicieron ensavos de crecimiento bacteriano en 2 temperaturas
40cC v 60oC. Tubos con 5 ml de medio LB (ver seccidn de medios v
soluciones), fueron inoculados con asa bacterioldgica y se
incubarcn durante 48 hrs a las temperaturas antes mencionadas. El
cracimiento se determind por espectrofotometria
{Espectrofotdémetro de haz sencillo marca LKE modelo Ultrospec II)

{Bargey’s, 1984).

Resistencia a NaCl

El  medio utilizado para esta prueba fue LB (mencionado

From.




anteriormente) adicionando NaCl a la concentracidn deseada, en
este ~aso se probaron tres concentraciones 0.5%. 1.04 y 2.0%4. Las
ciembras se realizaron en placas Petri por estrias y se incubaron

3 300C por un perfodo de 48 hrs. {Bergey’s. 1984).

Resistencia a Etanol

D2 igual manera se utilizd el medio LE (antes mencionado). va
estéril se le agregd Etanol absoluto para obtener concentraciones
finales de 5.9%. 7.74 v 9.9%. Las cepas se sembraron por
eetriac en placas Petri y se incubaron a 300C por espacio de 48

hrs (Bergey’s. 1984).

Resistencia a pH

Las eH probados fueron 8.0 v 3.0. ademds del pH 6.8, el cual es
reportado por Doelle y Greenfield en 1985, como éptimo para

crecimiento de Iymomonas mobilis.



La prueba se realizd en tubos de ensave con S ml de medio LB
‘antes mencionado). ajustando el sH con NaOH 1.0 M y HCl 1.0 M.
Los rcultivos se incubaron a 30oC durante 48 hrs. El crecimiento
bacteriano se determind por espectofotometria a 400 nm (Maniatis

y ¢ol,, 1982).

Resistencia a Antibiéticos

la resistencia a antibidticos se realizd en placas con medio LB.
2stas se sembraron por estrias, procurando que el crecimiento

fuera uniforme en toda la placa. Los antibidticos probados

fueron:
por disco

Ampicilina 10 ug
Cloramfenicol 30 ug
Eritromicina 10 ug
Gantamicina 10 ug
Kanamicina 10 ug
Neomicina 10 ug
Penicilina Su

Streptomicina 10 ug

- e & . 2 m



Primeramente se sembraron las placas vy ensequida se colocarcn
discos de papel filtro Whatman No. 1 estériles vy se les agregé el
antibibtico con una micropipeta Gilson, mojando completamente el
disco, Por cada uno de las cepas se sembréd un control sin

antibi6tico. Se incubaron 30of durante 24 hrs.

SINE
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SECCION DE MEDIOS Y SOLUCIONES

Tinci6n al Gram .

Solucicn Cristal Violeta Gram.
Solucidn As
Yioleta Cristal 204

Etanol (931) 20.0 =l

Solucién B:
Qualato aménico @.P. 0.84g

Agua destilada 80.0 ml

Las dos soluciones se prepararon por separado y posteriormente se

pezclaron,

Solucién Todo Gram
Iodo Q.P. 1.0g
loduro de Potasio 2.09

Agua destilada 300.0 ml



e ik e
Tanto el lodo como el loduro de Potasio fueron mezclados en

mariero,
lecolorante Alcohol-Acetona

Alechal (95%) 70.0 ml

Acetona 30.0 m!

Sclucidn de Safranina Gram

Safranina 0.5 g
Etanol (957} 10.0 9
Agua destilada ' 100.0 ml

Sz disalvid la safranina en etanol vy se le agregé el agua

dectilada. Esta solucidn fue filtrada en papel Whatman No. 1.



Medio Triptosa - Fosfato - Agar

g/l
Trintosa 20.0
5lucosa 2.0
NaCl 5.0
Na2HP4 2.5
Agar 15.0

Loz componentes fueron disueltos en hafo de agua caliente.

zsterilizd por autoclave durante 15 min a 1.15 kg/cm2.

Caldo de Triptona
g/l

Triptona ©10.0

%z estarilizé por autoclave a 1,15 kg/cm2. durante 15 min,

Se




Solucidn de Kovac

Fara-dimetil-amino-benzaldehido 3.09
Alcohnl butilico 75.0 ml

Acido clorhidrico (37%) QLP. 25.0 ml

El para-dimetil-amino-benzaldehido fue disuelto en el alcohol en
un un baNo de agua caliente y enseguida se agregd el 4cido

clarhidrico.

Agar-Nutriente-Gelatina 0.4X

g/1
Trirtosa 20.0
Extracto de levadura 0.3
MnS04 0.1
Gelatina 4.0
Agar 15.0 |

El medio fue esterilizado por autoclave durante 15 min a 1.15

kg/rm2.




Agar-Peptona-Hierro

g/l

Peptona 15.0
Protensa-Peptona 5.0
Citrato-Férrico-aménico 0.5
Tiosulfato sédico 0.08
K2HPO4 1.0
Agar 15.0

%2 asterilizd por autoclave a 1.15 kg/cm2 durante 15 min.

Caldo RM-VP (Rojo de Metilo-Voges Proskauer)

g/l
Peptona 7.0
Glucosa 3.0
K2HPO4 3.0

Se esterilizd por autoclave 15 min a uma presidn de 1.15 kg/cm2.

. /<



Indicador Rojo de Metilo

Rojo de Metilo 0.19g
Etanol (957 250.0 ml
Agua destilada 250.0 nl

El rojo de metilo se disolvid en etanol v se le agregd el agua

destilada. La solucién se filtrd en papel Whatman No. 1.

Medio LB
9/1
Peptona 10.0
Extracto de levadura 5.0 §
NaCl 10.0
fgar 15.0

Se esteriiizé por autoclave a 1.15 kg/cm2 durante 15 min,



Caldo Nutriente

Caldo de nutrientes 809
o alternativamente 9/1
Extracto de Res 3.0
Peptona 3.0

Se esterilizd por autoclave durante 15 minutos a 1.15 ko/cm2.

Solucidn de Azul de Metileno

Azu] de Metilenn 0.2¢g
Etanol (99%} 30.0 ml
Agua destilada 100.0 ml

Se disolvid el azul de metileno en el etanol y se le agregé el
agua destilada. se mezclaron vy se filtré en papel filtro Whatman

No. 1.



Medio para Anaerobios Brewer::::

{Marca comergial} 51.0 9/l
cuya composicidn es 9/1
Pentona de Caseina 10.¢
Pertona de sova 3.9
Eutracto de levadura 3.0
L-Cistina 0.4
D{+)-Glucosa 10.0
Claruro de Sodio 3.0
Tioglicolato de Sodio 2.0

Sodio formaldehido sulfoxilato 1.0
Azul de Metileno 0.002

Agar 12.6

Se esterilizé por autoclave durante 15 min a 1.15 kg/cm2.



Colorante de Leifson gﬁfﬂi b :

ml
Sulfato Aluminico Potdsico en
solucidn acuosa saturada 20.0
Sol. acuosa de Acido Ténico al 20% 10.0
Agua destilada 16.0
Etancl (954) 15,0
Fucsina Bdsica en solucidn

3lechdlica saturada _ 3.0

8¢ mezclaron los ingredientes uno a uno 2n el orden indicado.
filtrandose en membrana Millipore de 0.43 um. lLa mezcla fue

preparada un dia antes de su uso. -




FERMENTACION ALCOHOLICA DE LAS CEPAS AISLADAS

Do acuerdo a las pruechas de caracterizacién se seleccionaron 2
cepas que presentaran 12 mavoria de resultados positivos para
realizar los ensayvos de fermentacidn qus 2 rcontinuacidn se

describen.

Las condiciones de fermentacidn aleohdlica fueron establecidas de
acuerdo al wmedio citado por Doelle v Greenfield en 1985b. La

composicién de dicho medio es la siguiente:

a/l
Sacarosa 200.0
Peptona de Caseina 2.0
Extracto de Levadura 2.0
MgS04 2.0
(NH4)2 S04 2.0
KH2PO4 2.0

El oH fue ajustado a €.0 con NaOH 1.0 M.
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Fermentacién en tubo

mencionado a partir de una «colonia aislada de ur cultivo
bacterianc en medio sdlido v fus incubade a 2500 durante 24 hrs

zn un Incubador Orbital,

Un matraz con 100 ml del mismo medio fue inoculads con el cultivo
anterior (preindculo) e incubade a 35of durante 24 hrs  (este

matraz fue determinado coma indculo).

La fermentacion de las cepas aisladas de jugo de caia se realizd
en tubos cen 10 ml imoculados con 10%  i(v/v) de crecimiento
bacteriano (Indculo en matraz). Los tubos fueron incubados a

%L, monitoreando crecimiento bacteriano, azdcares reductores y
roduccién etanélics 2 las 4. 4. 12, 24, 28, 30, 32. 34, 36 y 38

hrs,

N . P PR .
~onforme  se nuestred se determing el crecimiento bacteriano por

e preparé un preindculo en tubos de 25%15C mm con medio antes
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especirofotometria {(Especirofotémetre LEB Ultrosees II) 2 400 nm
de absorbancia (Maniztis. vy cal., 1982). Después de determinar el
crecimiento bacterianc, las muectras se centrifugarcn a 7 000 rem
durante 15 min en un rotor de cubeta escilatoria Sorvall HS-4 en
una centrifuga Servall RCSC, el paquete celular se desechd
recuperindese el sebrenadante para cuantificacifn de azdcares

reducteres v concentracisn de etanel.

Los azGcares reducteres fuercn cuantificados por el métede Acide
Dinitril-Salicilice -o también cenecide por las siglas DNS
(Miller. 1959),

La cuantificacién de etanel se realizé per crematograffa de

gases. previa destilacién.




Cuantificacién de Azdcares reductares

Mtodo DNS (Miller. 1959)

Reactivo DNS

9
NaOH 1.0
NS 1.0
Tartrato de Sodio v Potasin 20.0
Fenol 0.2

Metabisulfito de Sodio 0.05

Se mezclaron uno por uno en el orden indicado v se aford a
/

100 m! con agua destilada.

Se realizd una curva estindar con glucosa. cuva concentracién fue

de 1.0 mg/ml. La curva se elabor$ de la siguiente manera:

S~




No,Tuho Sol. Glucoss Agua  DNS  Aforo 3 28.0. -

ml ml ml ml
OBeo) 0.0 LS 2.0 55
L oa L4 3.0 15.5
2 0.2 L3 3.0 15.5
3 0.3 L2 3.0 15.5
Y L1 2.0 15.5
5 0.5 L0 3.0 15.5
6 0.4 05 3.0 15.5
7 07 0.8 3.0 15.5
8 0.8 07 3.0 15.5
9 0.9 0.6 3.0 15.5
10 1.0 0.5 3.0 15.5

Antes de aforar a 20 m] con agua las muestras se pasaron por bawo

de agua a punto de ebullicidn durante 5 min.

la lectura se tomd por espectrofotometria a 550 nm-y se graficé

D.0. vs concentracién.




La cuantificacidn de azdicarss de las muestras se realizé de la
siguiente manera: G2 tomaron de 250 a S00 ul dependiendo del
crecimiento bacteriano registrado anteriormente. La alicuota de

[

la muestra se afard 3 1.5 m! de agua desiilads. se le agregaron
3 ml de reactivo DNS v se colocaron 2n agua a punto de
gbullicifn por 5 min exactamente y por Altimo se aford a 20 ml
con agua destilada (de la misma manera que la emeleada para la

curva estdndard, Se utilizé un blaneo preparado con agua v

raactivo DNS.' La lectura so tomé eor sspectofotomstrfa a S50 nm v

s2 grafied D.0. vs concentracidn,

Se vrealizaron diluciones 1:10 y 1:30 de las muestras con el
ochieto de que las lecturas de tales caveran dentro de los rangos

de la curva esténdar.

Cuantificacién de Etanol

[T

Microdestilacién

Se destilatﬁbn 10 ml de muestra de cultivos fermentados en un




microdestilador de 25 ml de capacidad. La temperatura de dicha
destilacidn fue de 94of v zbieniéndose un volumen destilado de 3
3 6ml apartir de 10 ml de muestra. Las muestras se conservaron

1 4oC rara su posterior cuantificacidn.
Cuantificacién de Etanol

%e realizd en un cromatéarafo de gases (Marca Varian 401 con un
equipo de cdmputo integrado para establecer las condiciones de

corridal.

Condiciones de Corrida

Tiro de columna: Carbowax 107
Temperatura de columna: 80oC
fias de transporte: Nitrdgeno
Flujo d2 £clumna: 30 ml/min
Temeeratura de Inyventor: 100aC
Temreratura del Detector: 170aC

Tira del Detector: Ionizacién de Flama

-84




Estindars Etanol al 0.4%
Andlisis de Datos: Por el m§¥53bxdé“estandarizacidn externa.

Area Esténdar
= F.R.A.

g invectados del estindar

Area Muestra
——— = Concentracién de la muestra.

F. Rl Al

Nota: F.R.A. = Factor de Respuesta Absoluta.
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RESULTADCS

Kuestreas

Los pardmetros obtenidas =n los 3 muestrens se cbservan en la

Tahla No. 3.

Origen de la Muestrax

Muestra

Local comercial 1

Ingenib Tala. Jal i

| 2

3

q

Ingenio de Puga 1
Tepic, Nay.

2

3

i

Temperatura pH
o
23 5.9
223 5.8
2z 6.9
24 5.6
36 8.7
. 5.4
2?2 7.9
33 5.4
42 6.5

Tahla  No. 3. Pardmetrns registrados de las muestras

para alslzmients,

tNota: E1 registro de lzc muestras mrovenisntss de Tala. Jal v

Puga, May, corresponden a: 1.

3. Clarificadz v 1. Filtrado.

2qlfitado. 2. Alcalizado.




Aislamiento Bacterianc

Q

32 obtuvieron "~ 4 cepas en el srimer  muestreo, cuyas

raracteristicas se enlistan en la Tabla No. 4.

De acuerdo a las observaciones microscdpicas 1a morfologfa de las

células fue la siguiente:

La cepa M-1-A presentd una forma de bacilos alargados en cadena.
Tanto la cepa M~1-A cresentd una forma de bacilos cortos
dispuestos en pares v la cepa M-1-D presentd morfologia
levaduriforme. Las caracteristicas morfométricas se muestran en

la Tabla No. S.

Despugs de realizar la fevmentacidn se aislaron 2 cepas cuyas

2aracteristicas de colonia se muestran en la Tabla No. 4.

Tante la cepa JF1 como la JF2 presentaron morfologfa de bacilos

cortos dispuestos en pares {Tabla No. 7.




Didmetro . Consistencia

Morfologia
Cepa de colonia Color de colonia
Forma Elavacidn Barde ( mm )
M-1-A ‘Amiboide Flana Ondulado  Amarillo 1.8 Cremosa
. ¥-1-B Puntiforme Elevada Entera Elanca 0.2 Cremosa
B-{-0 Circular Convexa Entera Crema 2.0 | Visco;a
¥-1-0 Circular Fulvinada Drdulado Blanca 22.0 Cremosa

Tabla No. 4. Caracteristicas ds Colonis de las nspas aisladas del Muestreo No.i.

Cepa

M-1-A
M-1-B
M-1-C

M-1-D

Longitud Amp1itud
{um) {um)
1.5 0.4
0.4 0.2
0.6 0.2
5.0 3.0

Tabla No. S. Caracteristicas morfométricas

de las células aisladas del

ad Y O S 4



. Morfologia Didmetro ..~ Consistencia
Cepa - d2 cclonia Color de colonidyr 7. ‘
Forma Elavacidn Borde Cam: R b
B
: y
JF . Circular Convexa Entero Crema 0.5 -1 & Cremosa
J2 . . Circular Convexa Entaro Blanca 1.0 b Cremosa
4

Cadas oo

Tabla No. 6. Caracteristicas de colonia de las cepas aisladas despufs de la fermentacidb del Jugo de CaNa.

Cepa Longitud Amplitud
{um) {um?
JFl 0.7 0.3 l;
i JF2 1.1 0.3 )

Tabla No. 7. Caracterfsticas morfométricas
de las células aisladas del
Jugo de CaNa fermentado.




En el segundo muestreo se observé una homogeneidad de colonias.
en cuanto a morfoloala. cclor v tamaNo. sara las cuatro muestras.
nor‘ lo cual se procedié a tomar las colonias que estuvieron mds
aisladas en el medio. De agui que se aislaron 2 cepas cuvas

)

caracteristicas aparecen =n la Tabla No. &.
la morfologfa celular mara ambas fue la misma consistiendo en

bacilos cortos dispuestos en pares unidos por 1os  extremos, o

solos (Tabla No. 9).

Por ultimo en el tercer muestres se chtuvieron 3 cepas cuyas

caracter{sticas de cclonia se musstran en la Tabla No. 10.

Las 3 cepas mostraron la misma morfologia celular, bacilos cortos
individuales o dispuestos en pares. con los extremos unidos

(Tabla No. 11},

Como puede observarse en la Tabla No. 12. las cepas aisladas en

los muestreos. resultaron ser anaerébicas Gram {-) gque carecen de



Morfologia Didmstre Consistencia
Cepa " de cclonia Color de colonia
~ Forma Elevacitn Borde ( mn}
#¥M-2-A Circular Convexa Entero Blanca 1.4 Cremosa
#M-2-B Circular | Convexa Entero Crema 0.3 Cremosa

Tabla No. 8. Caracteristicas de colonia de las cepas aisladas del Muestreo No. 2.
Nota: - *% Aislada del Jugo Sulfitado

¥*% Aislada del Jugo Alcalizado

Cepa Longitud Amplitud
(um) (um?

M-2-A 0.6 0.3

M-2-B 0.9 0.3

Tahla No. 9. Caracteristicas morfométricas
de las células aisladas del
Muestreo No. 2.




Morfologia

Cepa o de colonia Color giéggiggia Consistencia
Forma Elsvacidn Borde { m;.)

¥M-3-A Circular Convexa Entero Crema 1.0 Cremosa

#M-3-B Cireular Convexa Entero Blanca 1.2 Cremosa

#M-3-C Cireular Convexa Entara Crema 0.8" Cremosa

Tabla No. 10, Caracteristicas de colonia de las cepas aisladas del Muestres Na. 3.

Nota: #* Aislada del Jugo Sulfitado

#* Aislada del Jugo Alealizado

Cepa

M-3-A
N-3-B

M-3-C

Longitud
{um)

0.8
1.0

0.9

Amplitud
(um)

0.4
0.3

0.3
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flagelos por lo tants no sresentaron motilidad. de igual forma no

presentan actividad hidrzlitica de la gelatina.

La prueba de rojo de metilo presenté resultados negativos en las

cepas, excepto para las cepas M-1-B y M-3-C .

La cepa M-1-B presentd un resultado negativo a la prueba del azul

de metileno. a diferencia del resto de las atras.

En la prueba de reduccifn de catalasa, s mostré un resultado
positivo, con excencisn de la cepa M-1-B. La produccién de indol
Y 4cido sulfhidrico fue negativa para todas las cepas (Tabla No.

133,

En el ensavo de Tolerancia a diversas concentraciones de
sacarosa. {200, 300 y 400 g/1) (Tabla No. 14) utilizando las
cepas M-1-C y M-3-B. se observd un crecimiento mdximo de

10.78 ¢ 10 E8 cel/ml a las 48 hrs en una concentracién de 200 g/1



Presencia de Reduccidn Hidr6lisis de
Cepa Gram Anaerobiosis Flagalos
Rojo de Matilo Azul dg_ﬁ;ﬂetileno' Gelatina
(B T + - + 1- - -
M-1-C - + - - -
JF1 - + - - { -
J2 - + - - -
M-2-A o= + ‘ - - -
#-2-B - + - - -
M-3-A - " - - -
"-3-B - + - - -
M-3-C - . ‘ - + -

Tabla No. 12, Pruebas Biogquimicas para Caracter{sticas de Lymomonas. Grupo No.




Cepa Produccidn

Catalasa Indol Ac. Sulfhidrics

M-1-B - - -
M-1-C + - -

JF1 + - -

JF2 + - -
M-2-A + - -
N-2-B + - -
M-3-4 + - -
M-3-B + - -
M-3-C + - -

Tabla No. 13. Prusbas Bioquimicas para :
Caracterizacién de Iymomonas. -
Grupo No. 2. i




Sacarosa ; Tiempo Poblacidn

ta/1) - (Hrs) {10 E& cel/ml)
M-1-C - M-3-B
200 - 24 9,99 9.96
2 8.69 10.64
48 10.18 10.77
72 10.28 9.92
200 24 8.19 6.44
R 7.74 6.87
48 8.21 7.89
72 8.09 8.28
400 24 6.51 4,65
2 6.34 4.2
48 7.36 6.37
72 8.10 6.04

Tabla No, 14, Tiensidad pchlazional de las cepas M-1-C
v M=2-8 or 2! 2ncayo de tolerancia a

RS Y




para la cepa M-3-B . Utilizando 300 g/1 el crecimiento mayor se
chtuvo en la cepa M-3-B con una poblacién de 2.3 % 10 E8 cel/ml a
las 72 hrs. Finalmente la cepa M-1-L mostr# un crecimiento de

8.1 x 10 E8 cel/ml a las 72 hrs de cultivo (Grificas No. 1y 23,

El tercer grupo de prusbas bioquimicas para caracterizacidn
(Tabla No. 15) mostré una gram variedad de datos. Primeramente la
prueba- de crecimiento an glucosa al 20.0% rasultd ser positiva
para las cepas M-1-B y M-1-C. mientras aquz =] resto no presentd

creeimiento, a una concentracisn de 40.0% no hubo crecimienta,

La prueba de fructosa presentd resultades positivos para las
cepas M-1-B. M-1-C, M-2-B. M-3-B v M-3-C, presentando estas tres
@ltimas tan solo un crecimiento residual. Las cepas JF1. JF2 v

M-2-A no mostraron crecimiento.

En manitol se presenté un crecimiento positivo en las cepas

excepto en la M-3-B.
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GRAFICA No. 2
Crecimiento Bacteriano de la cepa

M-1-C a diferentes concent raciones

de sacarosa.
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El crecimiento en sarhital resultd ser positivo para las cepas

M-1-C, JF1, M-2-A y M-3-A.

El total de las cepas fue caraz de crecer en el medio con

glicerol.

la prueba de crecimiento en diferentes temperaturas fue de la
siguiente manera: a 30oC un crecimiento total. A 40cC, un
crecimiento positivo tan sdlo en la cepa M-1-L. al igual que a

é00C pero con un crecimiento residual.

La tolerancia a Cloruro de Sodio mostrd ser positiva a

concentraciones de 0.5 v 1.0%. A 2.07% de concentracién de esta

sal sblo las cepas JF1 v JF2 presentarcn crecimiento.

En la prueba de crecimiento en etanol el total de las cepas
fueron capaces de crecer a 5.5%: de igual forma a 7.7% de etanol.

excepto la cepa JF2. A diferencia de las anteriores



|

CRECIMNIENTD,

o3 Olucosd (1) Fructosas Manitol Sorbitol Glicerol Temeeratura (ol NaCl (%) Etanol (%) pH

0 40 04 60 05 L0 20 55 77 99 3.0 60
-8+ - + + - + + - - 4 + - + + - - +
-+ - + + + + + + 4R+ - - + + + - +

- - - + + + P T I T I S L
2 e - + - + P I T T T T R
2 T - - + + + + - -+ + - + + - - +
23 - - R + - + P I T S T S
K - 4 + + + - -+ i+ - + + - - +
B - - R - - + P T + 0+ ¢ - 4
L - - R + - + 4 - -+ 1+ - + + - - %
la No. 15, Prubas Bioquinicas rara Caracterizacién de Zyomonas. Brupe 3. 1
Wta: R = Crecimiento Residual.




roncentraciones de etannl. ol crecimiento fue positivo dnicamente

en las cepas M-1-C v M-3~E.

Finalmente. 1la prueha de cracimiento 3 diversos pH arrojd los
siguientes resultados: las ceopas JF1. JF2 vy M-2-B presentaron un
crecimiento positivo en todas los casos. Una diferencia notables
se presenté a pH 8.0. las cepas M-1-B v M-3-C fueron las dnicas

capaces de crecer,

na gltima prueba rconfirmativa. consistid en observar la

resistencia a antibidticos (Tabla No. 1s). En asta prueba las
tepas resultaron ser s=nsibles a Ampicilina. Cloramfenicol v
Tetraciclina. En Eritromicina slo la cepa M-1-C presentd
resistencia, Una gran variacidn de resistencia se dif en
Gentamicina, las cepas M-1-C. M-2-B y M-3-A eresentaron
resistencia, mientras aue las cepas JF1, JF2, M-2-A, M-3-B ¥

#-3-C presentaron una resistencia variable. La cepa M-1-B mostré

ser sensible. La resistzncia a Kanamicina fue evidente en la cepa

-102-
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M-1-C, variable para la cepa JF1 v negativa para el resto de las X

22pas,

La sensibilidad a MNeomicina fie sositiva en el total de las
cepas, sin embargo la cepa M-1-C mostré cierta variabilidad en su
resistencia a este antibidtico. Parz ol caso de la Penicilina

fueron 3 las cepas gque presentarcn una resistencia variable.

M-1-C, JF1 y JF2, las demds resultaron ser sensibles. Por dltimo
s2 presentd una resistencia varizble en las cepas M-1-C. JF1, JF2
y M-3-B para Streptomicina, mientras que las cepas M-1-B, M-2-A, i

M-2-B, M-3-A y M-3-C fueron sensibles.

Fermentacién Alcohdlica de las Cepas Aisladas

Una vez realizadas las prusbas de caracterizacién v habiendo

determinado que las cepas M-1-C y M-3-B muy posiblemente fueran
Lymomonas se procedis a realizar una prueha de fermentacidn en

tubo con dichas repas.

-103-
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Tabla No. 16. Prueba de Resistencia a diversos Antibiéticos. Grupo 4.

Nota: S = Sensible

R = Resistente

V = Con vy sin crecimiento en diversos ensayos




* LaGréfica No. 2 muestra las curvas de crecimiento de las 2 cepas
tratadas. obtenigndose un miximo de crecimiento de 1.04 x 10 EB
cel/ml en ambas cepas. a las 36 hrs para la cepa M-1-C v 30 hrs

para la cepa M-3-B (Tabla No. 17!.

Primeramente para la ceopa M-1-C el valor mduimo de azicares
reductores totales (Grafica No. 4) se presentd a las 36 hrs de
fermentacién siendo este de 32.13 g/1. (Tabla Ne. 17) v de

19.43 9/1 a las 8 hrs para la cepa M-3-B ! Grdfica No. 5. Tabla

No. 18},

la produccidn de alcohol mostré una gran diferencia entre ambas
cepas, siendo mavor para la cepa M-3-B (Grifica No. 4. Tabla No.
18) con 45.92 g/1 a las 38 hrs de fermentacién v tan solo de

3.25 9/] para la cepa M-1-C a las 24 hrs (Gréfica No. 7, Tabla
No. 17),
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GRAFICA No. 3
Crecimiento Bacteriano de las M-1-C y

M-3-B em el emsaye de fermentacidn.

M-3-8

Tiempo (Horus)

~



Cepa Tiempo Poblacidn Azdcares Reductores Produ gﬁn,ﬂe Etanol
{Hrs) (10 E8 Totales (g/1) a/1)
cel/ml) S

n:,i—c | 0 2,90 8.88
| 3 2,50 7.00
8 5.30 12.15

12 5.80 14,15

24 8.40 27.07

28 8.40 27,37

30 9.50 27.17

R 9.40 19,50

3 10.20 28,00

3% 10.40 2.13

38 10.10 22,13

Tabla No. 17. Resultados de crecimiento poblacional, azdcares reductores y producc "h\(

etano]l del ensayo de fermentacién para la cepa M-1-C.
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pa . Tiempo Fohlacidn

Azdcares Reductores Produceidn
(Hrs) {10 EZ Totalas (g/1)
cel/ml}
-3-B 0 .70 17.50 0.0
i 2.8 19.13 0 :
8 2.20 19.63 0
12 2,88 17.75 0.
24 9.30 5.00 2.4
e 9.17 0.00 2.6
2 10.40 2,00 24.40
32 8.80 2,00 45§0
% 2,50 1.00 3 ig' ‘
3% 10.40 1.0 o
38 2,60 2,00 5.4

Tabla No. 18. Resultados de crecimiento.poblacional, azdcares reductores y produccidn dgg

atanol del ensayo de fermentacién para la cepa M-3-B.




GRAFICA No.6
Produccion de etanol de la cepa

M-3-B en el ensayo de fermentacion.
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DISCUSION

Muestreos.

Conforme a la Tabla Mo. 3. se ohservd una gran variabilidad de
~ las temperaturas vegistradas. Estas caveron dentro de los rangos

tolerables para Zymomonas las cuales son de 25 a 40 of

{Buchanan v Gibbons. 1984: Montenscourt. 1985).

De igual forma. los valores de pH abarcaron el rango registrado
por la literatura para Iymomonas. de 4.0 a 7.0 (Buchanan vy

Gibbons. 1984: Montenecourt. 1985).

De acuerdo a estos dos pardmetros. v aunado a que las fuentes
fueron a partir de derivados de cafa de azdcar. el aislamiento de

cepas bacterianas del género Zymomonas se volvia mds confiable,




Aislamiento

Muestreo 1

La cepa M-1-A se descartd mor las caracteristicas discordantes a
lo referido en la literatura, va que consistfan en colonias
grandes de color amarillo y olor desagradable, y bacilos de mayor

tamano a lo citado.

La wcepa M-1-D tambign fue descartada debido a su morfologfa

levaduriforme.

Las cepas M-1-F v M-1-C se conservaron para su caracterizacidn.

Con este aislamiento se observd que el jugo de caNa contenia una
poblacidén microbiana mixta. Ahora bien. con los cambios obtenidos

por la fermentacién. las cepas JF1 v JF2 pudieron expresar sy

crecimients.




I

Muestrec 2 b e e o

El segundo método agui empleads fue de mavor utilidad para el
aislamiento bacteriano, va aue se evitd otro tipo de crecimiento.
Se pudo cbservar que 2] crecimiento en las muestras no fue auy
variable encontrandose colonias con las mismas caracteristicas

merfolégicas.

El paso de sulfitado se realiza con el obijeto de eliminar la
flora microbiana presente en el jugo de caNa, mientras que la
alcalinizaci#n se lleva a o3bo rara precipitar los sdlidos
~ disueltos. Es importante notar que las cepas aisladas soportan

estos dos cambics del proceso de producci4n de azdcar.

Muestrea 3

Las caracteristicas de colonia v celulares de las cepas aquf
aisladas mostraron ser similares a las obtenidas del Ingenio de
Tala, De igual forma =stas cepas son resistentes a los dos

primeros pasos del proceso de produccidn de azdcar.



Pruebas Bioquimicas de Caracterizacién

Buchanan v  Gibbans en 1984 en su Manual de Bergey de
Bactericlogfa Determinativa menciona que las bacterias del género
Iymomonas  son bacilos Gram i-).  anaerobios facultativos v en
algunos nascs anasrobios obligados. generalmente no presentan
motilidad. sir embargc cuando 2sta se manifienta es debido a la
oresencia de ! 2 4 flzgelos lofétricos,

El total de las ospas rosultaron ser Gram () presentaron
crecimiento en condiciones anaesrdbicas v no presentaron flagelos.

de acuerdo a lo menciondo anteriormente.

" La prueba del rojo de metilo mostré dos variantes. las cepas

M-1-B y M-3-C presentaron resultados positivos a diferencia de lo
referido por Ruchapan v Gibbons en 1974, De igual forma la prueba
de reduccidn de azyl de metilena, en la cepa M-1-B. el resultado
es discordante a 1o mencionado a la literatura. Todas las cepas

presentaron el patrén negativo de la hidrélisis de gelatina.



En =! =2gundo grupo de pruebas bioouimicas la dnica variacidn se
present de iqual forme =n 13 cepa M-1-B. 1a cual no predujo la
enzima catalasa, esto indica que es incamaz de degradar el H202
producido mor su metabolismo. Tanto la prueba de produccién indol
como la de dcido sulfhidrico no presentaron resultado diferentes

a lo citade.

El grupo No. 32 arraid resultados de suma importancia en cuanto a

la variacidn encontradz en las distintas cepas, Buchanan v

Gibbons en 1934 mencionan ague Zymomonas mobilis es capaz de
crecer en 207 de glucasa v su oracimiento es variable en 40%. En

base a esto se observd gue solaments las cepas M-1-B v M-1-C,

)

provenientes ds jugo de 2afNa comercizl, crecieron en 20% de
glucosa. En 21 onsayn de orecimients utlizando las cepas M-1-C y
M-3-B aque fueron cultivas en un medio gue contenia 400.0 g/1 de
sacarosa f(esto implica una concentracién de glucosa de

210.5 9/1}. mostraron crecimiento, la cual indica que

posiblemente en este caso =2stén utilizands la fructosa del



isacirido para su crecimiento. esto fue parcialmente comsrobado

CcL

con los cracimientos cbtenides utilizando fructosa como dnica
fuente de carbano por las cepas M-1-B, M-1-f;, M-2-B, M-3-B v

M-3-C {aunaue residual en estas dltimas tres).

Iymomonas mobilis h2 sido reportada comay incapaz de crecer en
diferentes fuentes de carbono diferentes a su fuente primaria
{sacarosa! !Buchanan v Gibbons, 1984: Montenecourt. 1985). Los
resultados aguf obtenidos muestran cierta discrepancias en
manitol el crecimients fee positivo ewcerto en la cepa M-3-B. En
sorbitol las cepas M-1-E, JF2, M-2-B. M-3-B v M-3-C. no mostraron
crecimiento: eon glicersl todas las cepas fueron capaces de

crecer, Aparentemente las cepas aque crecieron en estas tres

fuentes de carbono pueden metabolizarlas para su erecimiento.

El crecimiento reportads por Buchanan vy Gibbons en 1984 es
positivo a 30of. wvariahle a 400C v negativo a 40oC. Esto fue

confirmado para las cepas aisladas cuyo crecimiento fue positivo




3 30ol, negativo a 400C con excepcidn de la cepa M-1-C y negativo
a 60oC. a esta temesratura la misma capa sresentd tan solo unm

crecimento residual.

8in conocerse adn el origen de 13 tolerancia a ¢loruro de sodio.
Iymemonas ha sido reportado como tolerante a concentraciones de
1.0% inhibi#ndose su crecimiento a concentraciones mavores. En el
presente estudio. el total de las cepas aisladas presentaron
crecimiente 2 £.5% v 1.0% de clorurs de sodio en medio rico y en

2.0% s¢lo las cepas JF1 v JF2 presentaron crecimiento.

Una de las caracteristizas de mavor importancia en el metabolismo
de ZIymomonas es 13 tolerancia a concentraciones elevadas de
etanol. esto es debido a la comeosicidn de lipidos en la membrana
celular. probablemente una adaptacidn evclutiva de este  génerc.
Carey e Ingram en 1982 reportaron gque en 4cido  vaccinico
representa mas del 75% del total de cadenas acilo de la capa

polar de la membrana lifdica v auizas este le confiera la

resistencia.




Las ©cepas aisladas en el laboratorio. toleraron concentraciones
de 3.9% ¥ 7.7% (con la excepoidn de la cepa JF2 que mostrd
crecimiento a 7.74). En 9,94 de etanol solo las cepas M-1-C y

M-3-B presentaron corecimiento. A ralz de este resultado se

presumis que ambas csras fugran lymomonas.

De igual forma que eara cloruro de sodio se desconoce el origen
de la tolerancia al pH.  reportdndose crecimiento en un rango de
PH de 3.5 a 7.2, fuera del mismo no es caraz de crecer. Llas
variantes aqui encontradas fueron JFY, JF2 y M-2-B que crecieron
a pH 3.0 (las cuales presentaron resultados diferentes en las

pruebas anterisres). las cepas M-1-E v M-3-C toleraron un pH 8.0,

Finalmente v comz pruebs confirmativa, se realizd el ensavo de
resistenciz a3 antibidticos. Zymomonas mobilis presenta una
resistencia a ciertos antibidticos. segfin varios autores (Wise,
1983:  Buchanan v Gibbons,  1984: Montemecourt., 1985). sin

conocerse ain ¢l origen de estz resistencia.




Comz se ohserva en lz Tabla No. 14, para los antibiéticos
Ampicilina, Cloramfenicol, Tetraciclina v Eritromicina. las cepas
se mostraron sensibles. tan sdlo la cepa M-1-C mostrd cierta
tolerancia 2 estos tres antibidticos con un crecimiento variable.
Por otro lado tants 12 cepa JF1 como la cepa JF2  tuvieron el
mismo patrén para Penicilina v Streptomicina, ademds la cepa

M-3-B para Aste dltimo.

El ensavo cof Kanamicina registrd la resistencia de la cepa M-1-C
y el crecimiento wvariable para 13 cepa JF1. Un patrdn de
resistencia muy distinto se presentd en Gentamicina. Tres cepas
fueron resistentes, M-1-C, M-2-B v M-3-A; JF1, JF2, M-2-A. M-3-B
y M-3-C con wcrecimients variable v la cepa M-1-B con una

respuesta sensible.

Con este ensavo de resistencia a antibidticos se puede presumir
que las cepas M-1-C vy M-3-B pertenezcan al género Zlymomonas de

acuerdo a lo citado en la literatura (Buchanan y Gibbons, 1984:

Mzntenscourt. 1989).



Lzs orushbas bioquimicas aqu{ realizadas. sugieren la presencia de
2 cepas del género Iymomcnaz. aisladas de jugo de caNa comercial
{(M-1-C} ¥ del praceso de= produccidn de azdcar del Ingenio de Puga

en Tepic. Nay, (M-3-B!}.

Fermentacién alcohdlica de las cepas aisladas

Mentenecourt =2n 1985, menciona que la velocidad de
desdoblamizsnis de la molécula de sacarosa es mavor que el consumo
de la misma. Los resuliados aguf cbtenidos nmuestran que la
presencia de azdcares reductores se incrementé paralelamente al
crecimiento  de  poblacidn aunque ambas velocidades  fueron
diferentes. esto para la cepa M-1-C: por otro lado. en 2] ensavo
con la cepa M-3-B. los azdvares reductores totales decayeron a
partir de las 3 hrs mientras aue la poblacién comenzaba su fase
exponencial de crecimients 1o que indica aue muy posiblemente la

cepa estuviera aprovechando los azdcares para su crecimiento.



Doelle v Greenfield en 1989 reportan una produccién 95.5 g/1 de
etanol para la cers Zymomonas mobilis ATCC 39676, a partir de una
farmentacidn 2n batch ulilizande 200.Q g9/] de sacarosa inicial en

perfodo de 37 hrs a 33aC.

La produccidn de etansl en 1a cepa M-1-C mostrd niveles muy bajos
{3.25 afl) lo que indica que los azicares fueron aprovechados en

su gran mayoria para crecimiento de biemasa.

Un resultado muv distinto se observd para la cepa M-3-B, como va
se indicd durante las srimeras 28 hrs aprovechd los azdcares
para su orecimiento v a partir de ese tiempo aparentemente
empezaron a ser utilizados para la produccidn de etanol {siendo
el nivel mds alto de 45.92 g/1) v a su vez para crecimiento hasta

las 30 hrs.



CONCLUSIONES

Durante el presente estudio se 1legd a las siguientes

conclusinones:

1'

Los pardmetros registrados en las muestras. Temperatura y pH.
mostraron  ser acordess 2om la literatura. dando  por
consiguiente 1la seguridad de gque las cepas aisladas a partir

de tales musstras fueran del gdnero Zymomonas.

El jugo de caNa contenia una poblacisn microbiana mixta
consistente en bacilos largos v cortos al igqual que

organismos levaduriformes.

El método descrito por Rodriguez y Callieri en 1985 resulté
ser e] mds efectivo para el aislamiento bacteriano ya que se

evitd el crecimiento de otro tipo de microorganismos.



4,

5'

7.

Lz nmoblacién bacteriana aislada en su mayorfa no presents
resultados positivos en las pruebas bioquimicas indicando asi
la presenciz de baclerias ajenas al género Iymomonas, que
podrian estar interfiriendo en el rendimiento de 1la

produccisn etandlica.

Las cepas aisladas fueron capaces de metabolizar fuentes de

carbono alternas a la glucosa.

La razdn de que la capa M-1-C resista temperaturas de 40oC o
mayvores {&0aC) la hace mds tolerable a concentraciones altas

de etanol.

Las cepas M-1-C y M-3-B mostraron resultados positivos en la
mayoria de las prusbas bioquimicas de caracterizacién para
Iymomonas. esto sienta bases firmes para suponer que ambas

caen dentro de este género,



2.

9.

10,

11.

Uns caracteristica de suma importancia de las cepas M-1-C vy

M-3-B fue la tolerancia a 9.97% de etanol, esto indica que si
ambas cepas son zapaces de soportar esta concentracién en el
medio. en un proceso fermentativo podria existir la produccidn

de etanal hasta ssts npivel (%9.0 g/l).

Las condiciones de crecimiento empleadas para las cepas aqui
aisladas. fueron las ortimizadas por Doslle y Greenfield en
1985b =ara una cepa mejorada en laboratorio. lo que implica
que estas cepas nativas pueden alcanzar niveles altos de

produccidn optimizando sus condiziones de cultivo.

En el ensavo de fermentacidn con las cepas M-1-C y M-3-B
se alcanzaron niveles de produccidn de 43.92 g/1 de etanol

para la cepa M-3-B y 3.25 para la cepa M-1-(C,

Los azdcares fueron aprovechados para crecimiento v
produccién de etanol aunque este en minimas cantidades para

la cepa M-1-C.



12, En la cepa M-3-B los azdcares fueron aprovechados en las
primeras 28 hrs para su crecimients poblacional vy apartir de
entonces la produccidn de etancl se incrementa hasta alcanzar

niveles de 45.97 g/1 a las 38 hrs,

13. Las repas M-1-C v M-3-P aisladas de jugo de caNa comercial v
del Ingenic de Puga. respectivamente, muy probablemente
pertenezcan a3l gdnero Zvmomonas. faltando por realizarse

- pruebas confirmativas para su caraclerizacién.
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UNIVERSIDAD DE GUABDALAJARA  womer .. 2%/F

Facultad de Ciencias 7

Snita. Antonia Gutiéarez Mora
Presente. -

Manifiesto a usted que con esta fecha ha sido aprobado el -
tema de Tesis "ESTUDIO DEL RENDIMIENTO EN LA PRODUCCION DEL ALCOHOL EN-
UNA CEPA DE Zymomonas mobilis AISLADA DE JUGO DE CANA" pana obtenen fLa-
Licenciatura en BioLogia con Orientacion Biomédica.

AL mismo tiempo infosuno a usted que ha sido aceptado como -
Dinrecton de dicha Tesis el M.en C. Rogelio Camacho Garcia.

ATENTAMENTE
"PIENSA Y TRABAJA"
Guadalajara, Jal., Mayo 26 de 1987

b Copetand Gurdiel.

.en C. Rogelio Camacho Garcia, Director de Tesds.-Pte.
xpediente de fa alumna.
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BOULEVARD A TLAQUEPAGLUE Y CORREGIGORA, S. R., TELTZFONOS 175828 Y 17-09-71

e vrav. AY A WATIA TAT




Guadalajara, Jal; Diciembre 14 de 1987

DR. CARLOS ASTENGO OSUNA
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
Presente.

Estimado Dr. Astengo Osuna:

Por este medio comunico a usted que la srita. Antonia Gutiérrez Mora, pasante
de la Licenciatura en Biologfa, ha concluido satisfactoriamente el proyecto -
de tesis titulada: ESTUDIO DEL RENDIMIENTO EN LA PRODUCCION DE ALCOHOL EN UNA
CEPA DE Zymomonas mobilis AISLADA DE .JUGO DE CANA, realizado en el CENTRO DE
INVESTIGACION Y ASISTENCIA EN TECNOLOGIA Y DISENO DEL ESTADO DE JALISCO, A.C.

Asf mismo le informo que he revisado el manuscrito de la tesis y considero -
que cumple con los requisitos establecidos por la facultad y lo presentamos
a consideracidn.

Sin m3s por el momento, aprovecho la ocasidn para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE




