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Hoy en día. el Problema ener9ético a nivel mundial cada vez va en 

aumento. Nuevas fuentes estan siendo empleadas con el objeto de 

diversificar el abasto de enerqia cuya demanda se ha vuelto un 

¡.>roblema de Primer orden. Las soluciones a esto se han sucitado 

en distintas ramas de la Ciencia Y la Tecnología. En las últimas 

décadas la Biotecnologia a venido ofreciendo nuevas Y mejores 

alternativas Para industrias como la Jlio�nticia. farmacéutica. 

a9ricola. minera Y de alcohol. entre otras mas. 

Es esPecíficamente en la Industria de Alcohol en donde la 

Siotecnolo9i'a ha desarrollado Procesos noved•)sos a los ya 

�xistentes en materia de fermentación haciendo que estos aumenten 

su productividad. eficiencia v rentabilidad. 

Tradicionalmente. la Producción se ha realizado mediante cultivos 
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fermentados de la levadura Saccharomvces cerevisiae a Partir de 

fuentes de sacarosa. 

Recientemente. se ha observado una mavor producción de etanol por 

parte de una bacteria del género lymomonas. la cual presenta 

niveles de hasta 10� ��s que la obtenida por levaduras. 

�unado a esto se han diseÑado nuevos reactores de fermentación 

con el fin de aumentar la eficiencia del sistema y aProvechar la 

rnateria prima al máximo. Sistemas de fermentación en contrnuo v 

ce lulas inmobilizados son e.iemPl,)s de las alternativas que ofrece 

la Biotecnoloq!a en esta rama. 

Conociendo tanto las características biológicas. bioquímicas v 

geneticas de Zvmomonas asf como el diseÑo de nuevos biorreactores 

se podrá incrementar enormemente el nivel de producción de 

etanol. ofreciendo una alternativa energética a futuro asf como 

diversificando más a la Industria Azucarera, y favoreciendo 
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sustancialmente a las Industrias Tequilera, Farmacéutica y 

Alimenticia del Pais. 

- . \ 
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Aislar y caracterizar Zvmomonas mobilis de jugo de caÑa. 

ComParar el rendimiento de la producción de la cepa aislada con 

una cepa de referencia. 

":¡ 



HIPO!ESIS 

Al aislar Zvmomonas mobilis a Partir de jugo de caÑa se podrían 

determinar los rendimientos de producción de etanol as! como 

encontrar especies mutantes que se desarrollen en concentraciones 

elevadas de sacarosa. 

,_ 
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PLANTENUENTO IEl PROIIlEI1A 

Debido a los altos costos de energía Y a la escazes de 

energeticos se han desarrollado un gran número de procesos para 

la Produccion de leos mi smc.s. 

Las fermentacion Para Producción de etanol es un Proceso 

desarrollado en Países donde sus recursos energéticos estan en 

decadencia. este esta siendo utilizado como combustible en lugar 

de qasolina. 

En nuestr.:¡ req1ón que es la de mavor producción de alcohol. 

•Jti l i z�do en bebidas embriagantes a partir de agaves. las 

fermentaciones se llevan a cabo con cepas de levaduras comunmente 

:;ac·�haromvces cerevi siae. 

E11 ferment.!ciones con lvmomonas mobilis se ha reportado una 



Producdon mayor de etanol. alcanzando una eficiencia en la 

hidrcilisis de sacarosa hasta de 97-98'X siendo .que la mavor 

¿ficiencia reportada en levaduras es de 90'X• 

� ' ¡. 
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DmETICOS 

A Partir de 1973. los enertléticos se ·�onvirtieron sin duda en 

Productos de qran interés .:¡ nivel mundial. no solo Porque 

�wesentan 11n ¡¡asto en ·�IJalquier Presupuesto nacional. si no 

porque han establecido una mavor diferencia entre quienes los 

Poseen Y quienes no (Moreira v Goldemberg, 1981), 

La sustitución de ciertas fuentes de energía por otras más 

abundantes. de acceso o de uso más convenientes. es un fenómeno 

bien conodd•::o en la historia de las naciones desarrolladas: La 

a1adera que era la PrinciPal. v Prácticamente ünica fuente de 

energia usada en gran escala por el hombre hasta el siglo XIX 

iFiq, N•::o. D fue sustitlJfda Por el carbón mineral v este por 

Petrc•leo Y el gas natural �s recientemente U1oreira Y 

Goldemberq, 1981). 
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�Jestra sociedad industrial. se alimenta. funciona y Produce a 

base de Petrcileo. si el abastecimiento de este cesara de Pronto. 

retr.:.''�ededamos a las cc,ndiciones del siglo XVIII o bien a 

tiemPos �s remotos en donde los avances tecnológicos de hov no 

eran ni siqtliera concebibles (CQNAGvT. 1980). 

El Petróleo es un recurso no renovable. cuyo agotamiento en 

termines qlobales Ya está a la vista. la Producción de este será 

insuficiente Para hacer frente .3 la creciente demanda (CONACvT. 

1930J. 

En un estudi1) realizado Por el Profesor Meadows en 1972. "Los 

limites del crecimiento" Y el equiPo WAES "Global prospect 1985-

2000" en 1977. ambos del Instituto Tecnológko de Hassachusetts. 

asi como los análisis enen;1étícos llevados a cabo Por la Comisión 

de Est:Jdios de la AIE (Agencia Internacional de Energia). a 

finales de la décad"l de los ?o···s coinciden en fijar el 

.:¡qotamiento de los recursos petrolíferos para mediados del siglo 

XXI (Deleito y Cabrero. 1984), 

j•\t: 
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La demanda de este tiPo de enerqla será sUPerior a la oferta Para 

finales de] siglo (Fíg. No. 2.1. aunque sus precios sufran un 

in·�remento del 504 en el transcurso de los Próximos 20 aÑOs 

(Deleito Y Cabrero. 1984). 

El aqotamiento del Petróleo -1. llevado a Producir nuevas fuentes 

de enerqfa: el carb.cin. energia nuclear. biomasa. enerqfa solar 

del mar v eólica (Deleito v Cabrero. 1984). 

Carbón 

El •:arbón tiene la gran ventaJa. de que sus Yacimientos suelen 

enctJntrarse Pré•:<imos a las zonas industrializadas Y que el 

volumen de sus reservas se estima en 3 veces las del petróleo y 

las del gas natural juntas (f1oreira v Goldemberg, 1981). 

Aunque las dificultades de eKplotación v transporte v su alto 

Poder contaminante (emisiones de S02 y NOJ imponen por el 

momento. serias limitaciones al desarrollo del carbón, sin 
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embarqo. se considera que estos incovenientes Pueden solucionarse 

a cort" Plazo en la introducción de nuevas tecnologías de 

exP lotadon Y aprovechamiento i.De Jeito Y Cabrero. 19:?4J. L.;¡ 

·:¡a·:; i f i·�ac ión del •:arbón es un Pt·oceso que se viene aProvechando 

desde ha•:e tiemPo. mediante el •:ual se transforma el mineral en 

un gas sintético de .:�Ito poder calorífico (9.500 kcal/kgl 

comPuesto por metano Y monóxido de carbono. sometiéndolo a un 

tratamiento de Coxigenación a elevadas Presiones Y telllPeraturas 

me Jei teo v Cabrerc•. 19t:4.l. 

la licuefacción es o:ltra posibilidad que tr.:¡nsfcnada el carb.:ín 

en un ·�•)mbustible lfquido de baja calidad Pero aPto Para ser 

quemado en centrales térmi•:as. o incluso en vehf·:ulos de 

transporte. El Pr•)ceso C•)nsiste en una serie de hidrogenaciones 

seguidas Por depuraciones Y filtrados. Tanto la gasificación como 

la licuefacción Pueden facilitar considerablemente la explotación 

Y el transPorte del carbon v es muy Posible que a finales del 

siglo será una de las PrinciPales fuentes de energfa (Deleito Y 

Cabrero. 1984). 
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Energia Nuelear 
,1,1 

De t•:>das las enerQi as alternativas al Petróleo. la de origen 

n1Jcle.:�r es la que a tomado m.nor inter�s v el mavor volumen de 

inversiones de los Programas de desarrollo energético <Deleito Y 

Cabrero. ! 984). 

La enenü.;¡ nudear se basa en e 1 calor generado Por la fí sión de 

determinad•:.s isótopos r.1diact i vos sometidos a bombardeos 

neuti·ónic•:.s iDeleito v C.:threro. 1984). 

El Program.;¡ de desarrollo nuclear se inició con buenos resultados 

dado Que los b.;¡jos costos Por kilowattlhora Que se estimaba en 

PrinciPi•:> para est.: tiPo de energía. sin embargo se han 

Presentado Problemas como el agotamiento de las reservas de 

Uranio. Adualmente l<1 demanda de Uranio es de 30 000 T/aÑO, 

inferiN· .� la oferta Ql.le es de SO 000 t/af.ro. pero se espera una 

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



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

Primeros aÑOs (Deleito v C3brero. 1984). 

Biousa 

La bi•:.masa aProve�ha l•:.s residuos de materia organica con elevado 

contenido de hidratos de carb•Jno. Aunque la cantidad de residuos 

aue se Producen es considerable t0.1 tlaÑo Pot· persona en los 

Paises Poco desarrollados v 0.25 t/aÑo en los más avanzados) las 

Posibilidades de este recurso energético son limitadas Y solo 

Presentan cierto interés en zonas rurales (Deleito Y Cabrero. 

1984). 

Energía Solar 

L.:� enet·qJa sol.:�r aProve•:h-:1 h radiación del sol que llega a la 

tierra. esta se transforma en energía térmica con rendimientos 

del 507.. utilizando colectores Planos o concentradores. o bien en 

e lectdc idad mediante sistemas fotovoltaicos con rendimientos de 1 

_tct... 



l5'l <se han construido Plantas térmicas. que producen 

electr-icidad a Partir de un ddo dásico de vaPor alimentado por 

energi.a solar) {[le le ito Y Cabrero. 1984.1. 

L.� enerqia solar se utiliz.;� también en sistemas de calentamiento 

de aqua a ba.i.as temPeraturas Para usos domésticos e industriales. 

Pero Para instalaciones de este tiPo se requieren altas 

inversiones. asi .-:omo Para la producdón de electricidad a Partir 

de esta fuente <.Deleito y Cabret·o. 1984). 

Energia del l'lar 

La enerqla contenida en el mar se Puede aProvechar de diferentes 

formas: 

C:orn.::1 enerqia térmica. utiliBndo la diferencia de temperatura 

entre las aquas de superficie v las aquas Profundas. diferencia 

que en hs aguas subtropicales pueden alcanzar los 20-30oC. 

Como enerqfa mecanica . aProvechando el movimiento de las mareas 



mediante sistemas de bovas flotantes. o las corrientes marinas 

1nediante turbinas andadas en el fondo del mar. 

Esta energía no esta bien desarrollada. en Parte debido a las 

elevadas inversiones !liJe se requieren Y los Problemas técnicos 

asedados a la salinidad del mar (Deleit•) Y Cabrero. 1984), 

Enerqfa Eólica 

La ener!lf.:l eólica aprovecha la Parte de la radiación solar que es 

absorbida Por la atroc'isfera v transf•:>rmada en energ!a cilll!tica. 

La enwüa contenid.:l en los vientos es aproximadamente el'2' del 

tot.al de la enerqia solar que alcanza la tierra. aunque 

Pr�cticamente sólo se utiliza una Pe!lueÑ<3 cantidad. 

De todas las energí"as renovables. la solar v la eólica son las 

que se encuentran me.iot· distribuidas . Desde el Punto de vista 



económico. la Producción en masa de aerogeneradores eólicos. es 

la clave Para QUe los Precios resulten colllPetitivos con otras 

fuentes de energh. La mavor d i ficultad de las aplicaciones de 

tiPo S•jl.ar Y eólico es h irregularidad de su Producción 

enerC!l? t iN. QfJe .:.b 1 iqa a disponer de cos t%os si temas de 

.almacenamiento (De leitc. Y Cah1·ero. 1984). 

:;e ha c.alculado Que Para fines del siglo la demanda de energfa a 

nivel mundial será abastecida en un 10% con el uso de estos 

energéticos (Fiq, No. 3). 

Una de las Posibilidades m4s económicas Para Producción de 

·�om�ustibles n.:1 fósiles Pare·�e ser la Producción de etanol por 

fermentación (Ramirez. 1985i. 

L.a Pt"•jducdon de este hidt·en�arburo. con proPósitos energéticos 

esta bien establecida a nivel industrial en varios Paises 

(Brasil. Estados Unidos. India. �Jeva Zelanda. Unión Sovi�tica. 
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entr� otros). Se emPlea como combustible en sustitución de. o 

rnP.zclad•:• con. qasolina Para mover vehículos reduciendo de este 

modo el consumo de gasolina (Moreira y Goldemberg, 1981). 

Entre l.::1s usos mas imPortantes de etanol se encuentran: Bebidas 

embriaqantes !obtenidas a Partir de jugos de agaves, caÑa de 

azúcar. uva. etc.). se ut ii iza en la industria como disolvente y 

en la medicina como antiséPtico. 

FEIIENTACiot 

Las tecn•)lt:>qías de fet·mentadón alcohólica Y la destilación 

f.producdón de vinos Y aquardientes.l son muv antiguas como su 

emPleo en la Producción de enerqétkos se originó posiblemente a 

rnP.diados del siqlo XIX (Rami rez . 198SJ. 

La Palabra fermentación es de origen latino v en sentido escrito 

se h.� usado Para designar la transformación de 1 jugo de uva en 

vino . L'l palabra latina "fervere• significa "hervir" y se usó 

lf 



Para describir el asPecto efervescente del Juqo de la uva en 

fermentación. La Primera explicación bioquímica del proceso por 

el cual el azúcar en solución acuosa es descomPuesta en alcohol Y 

en gas c.:wbónit::·•:�. en virtud de la acción de las células vivas de 

levaduras. la dió el qufmico francés Louis Pasteur el cual vió 

que mientras descomPonen el ilZ!1ear en ausencia de aire. las 

células de levaduras viven Y se propagan en el liquido en 

fermentación. y llamó al Prc•ceso de la fermentadón alcohólica 

"vida sin oxigeno". Pasteur. e:·�Plicó que POr la disposición de 

las eél!Jlas de levadura de la misma manera que se producen los 

tejidos de los .�nimales Y 1.3s Plantas que respiran para 

satisf.Jcer sus necesidades metaboficas cuando son ol<idados 

comP,Jestos orgánicos en Presenda de aire <Kirk v Othmer. 1962). 

En la actualidad se le llama fermentación alcohólica a la 

formación de alcohol etilico a Partir de glucosa Y otros azúcares 

•=omo la sacarosa. Por la acción de los fermentos de la levadun. 

La fermentación alcohólica es producida por el compuesto 



enzimático llamado zimasa. elaborada por varios microorganismos 

(Kirk Y Othmer. 1962). 

En la elaboración de bebidas alcohólicas la formación de 

Productos secundarios v su naturaleza determinan los caracteres v 

l-3 calidad del Producto final: se forman aldehídos Y ésteres. 

alcoholes suPeriores. qtJe •:onstituven el aceite de fusel y algunos 

ácidos qt·asos i.Crueger v Crueger, 1984). 

La fermenhción se lleva a c.�bo en tres Pasos: el primero es el 

Penódo de in.:uba,:ión. durante el cual se multiplican las 

•:éluhs. en el segundo Perf•)do que es la "fermentación" el azúcar 

se ·�onvierte en alcohol v bióxido de carbono Y el tercer per!odo 

es la. "Postfermenta.ci6n" que transforma a la dextrinas en azúcar 

fermentable que a su vez se convierte en alcohol <Kirk Y Othmer. 

1962.!. 

La fementación alcohólica es una de las más importantes Pero 
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�xisten otros .tipos de fermentación Para la producción de 

metab•)l itos importantes, fermentación de ácido láctico y ácido 

acético, ·�omo ejemPlos. 

Fermentación de Acido Láctico 

Las bacterias homofermentativas productoras de ácido láctico 

hidro! izan los azucares compuestos y las dextrinas y los 

•::•:•nvierten en .;¡ztk:�.res { he :<osas J , a expensas de los cuales 

Prc;ducen .�ddo ládieo i.Crueger v Crueger, 1984.!. 

Como la ferment.3ción alcohó l i ca , después de fosforilar la hexosa, 

e 1 organismo la descomP•:me en dos moléculas de triosa-fosfato y 

convierte a este en ácido piravico con la formación de NAD 

reducidc•, El ácido pirr1vico es reducido después a ácido láctico 

<Crueger and Crueger, 1984) (fig No. 4. J 

El .�cido láctico es producido industrialmente haciendo fermentar 

malt.;¡ de maíz, suero de leche, melazas, etc. Los microorganismos 
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Producción de ácido láctico a partir de glucosa 

Glucosa 
1 

• 

Gliceraldehido- 3-P Lactato 

P-...1..----------- NAO-----------.... 

Fosfato 
dehidrogenasa 

'----------NADH2----�-------------' 

Lactato 
de hidroc;¡enasa 

1,3-di- P- Glicerato Piruvata 

L------------------�----f 

' .  



que tienen maYor importancia a nivel industrial para este tiPo de 

fermenhc ión son lact.Jbaei llus d� tbrue��_i L �· leichma�nii. L. 

bul9'ªLi_cy_s_ o mezclas de los mismos. (Kirk Y Othmer. 1962). 

Fermentación de Acido Ac�tico 

La oxidación del etanol al .kido acético (acetificación) por 

diversas especies de Acetobacter es realizada en dos pasos: 1. 

Deshidrogenación del etanol Y conversión en aldehído; 2. 

Deshidrogenación del hidrato de acetaldehido Y conversión en 

tlcido acétko I.Peppler and Perlman. 1979) (Fig. No. 5). 

L-:�s soliJciones que contienen 6-12/. de ehnol Y nutrientes (vinos 

de frutas. cerveza de malta Y de granos) se convierten 

espontáneamente en vinagre •:uand•J se e�<Ponen al aire. Sin 

embargo, se obtiene una mejor acetificación empleando �todos 

regulados en los cuales se aÑaden pequeÑas Porciones de la 

sol!Jción en forma continua .;¡ un reciPiente que contenga vinagre y 

los organismos aPrOPiados. 

_..,.;_ 
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Acido acético 



El Acet-ºº_<3cter. que no forma esporas. frecuentemente móvil, y por 

lo qener.;il en bastones cortos. se Presenta solo o en cadenas. S1Js 

esPecies pueden dividirse en 2 gruPos: t. Las que oxidan el �cido 

acético v lo transforman en dióxido de carbono y agua. 2. Las que 

no oxidan el ácido acético (Peppler Y Perlman. 1979). 

La Producd�in de alcohol cobt"ó qran imPortanda a .:onsecuencia de 

los e levad.::1s Preci.:1s de 1 petróleo. Desde la década de los 70's se 

h.:m hecho qrandes esfuerzos orientados al me.ioramiento del 

Proceso en sus tres niveles: El microorganismo. la fermentación Y 

la recuPet·ación (Crueger and Crueger. 1984.l. 

Los micr-oorqanismos más antiguamente usad•Js para la producción de 

etanol son las levaduras l.Muri llo v cC�l.. 1984). Actualmente se 

conocen cerca de 40 géneros empleados en la fermentación 

alcohólica (Concheiro. 19e5>. entre ellas Saccharomyces 

cer��.i.�!J_e. �· carlsbergensis. Candida �· KluYveromyces sp. 

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

_,,_ 



aproximadamente diez aÑOs ha tomado importancia una bacteria del 

género ly� (Murillo Y col •• 1984). 

Uno de los loqros más imporhntes de la biotecnolog!a es la 

Produ•:dón de etanol. se han desarNllado diversos métodos 

ot"ientad•)S a la Producción de este hidrocarburo a Partir de 

fuentes renovables ricas en azúcares como glucosa y sacarosa 

(caÑa de azúcar, remolacha azucarera. sorgo dulce, malz, trigo, 

etc) (Concheiro. 1985). 

' ... , 
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BIClOGIA DE ZYI01tWAS 

�!�Q!!!'7!_!!�s fue deseri ta Pt"imeramente por Baker v Hillier en 1912. 

fue encontrada como un aqente causante de la enfermedad de la 

cidra <Montenecourt. 1985) • 

. 
El descubrimiento de esta bacteria se le atribuve a Lindner en 

1928. quien aisló este micmorganismo de pulque. Lindner lo llamó 

Thermobaderium m9.!JJl� (Montenecourt. 1985.l. 

?__y�qmon.:�s es un qénero de afiliación incierta que a Partir de su 

descubrimiento su nomendatun a variado constantemente tal como , 

se muestra en la Tabl-3 No. 1. 

TheLI!IQ�aderium mobile 
Pseudomonas lindn�ri 
Zvmomona �Q�jle 
Zvmornonas mobilis 
Achromobac ter �-nª_erq!Ji (!ffi 
Sacch.:�J.�jb<J�J.g.r 
Saccharomonas '!f!a..�r9.9 ia 
§��:h:?füiDOf!ª.� J.i l}_d_!!_eri 
Z vmomon.as .:�na�g�i_a 

Lindner (1928.l 
Kluvver v HoPPenbrouwers (1931) 
Kluvver v van Niel (1936) 
Kluvver Y van Niel <1936) 
Sh imwe 11 ( 19:37) 
Sh imwe 11 {1937) 
Shimwell C1950J 
Shimwe JI 11950) 
Carr \1964) 
!J,Jncalves de Lima (1970) 
Van Pee Y Swings (1971) 

Tabla Nc,, 1. Nomencl-3t!Jras asignadas a Zvmornonª� (1928-1971). 
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L.;�s fuentes en las que se encuentra Z.vmomonas por lo general son 

ricas en carbohidratos. tales como. caÑa de azticar, agaves. 

sidras. Y se ha rePortado en miel de abeja (Buchanan and Gibbons. 

1984). 

El qénero Zvmomo_f!�É comPrende una sola especie Z. !ft9bilis v dos 

subesPecies: Z. IDQ�ilis �obilis Lindner. 1928 v �· mobilis 

Pomacii Hillis. 1956 (Hontenecourt. 1985: Buchanan and Gibbons. 

1984.1. 

Morfología 

Colonia 

Colonias ��on bordes enteros. blancas o cremosas. de 1.5 mm de 

diámetro Para la subespede mobilis y 1 . 0 mm para la subespecie 

Pomacii desPués de 7 dias de crecimiento a 30oC. su elevación 

Puede ser convexa o umbonada <Montenecourt. 1985; Buchanan and 

Gibbonons. 1984). 

..... 
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Celular 

Bacilos cortos ocacionalmente eliPsoidales. se encuentran 

generalmente en pares. pero pueden formar rosetas. conglomerados 

.:• •=adenas. no forman esporas ni c4Psulas. miden de 2.6 mu de 

longitud Y de 1.0 a 1.4 um de diámetro (Montenecourt. 1985: 

Buchanan and Gibbons. 1984). 

Fisiología 

Zvmomonas es una bacteria Gram (-) por lo general no es nrltil 

·�uando lo es posee de 1 a 4 flagelos lofc;tric•Js. aneróbicas 

facultativas v algunas cePas anaerobias obligadas. son capaces de 

fermentar 1 mol de qlucos.:� .;¡ cantidades equimolares de etanol Y 

bió>ddo 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). 



Su temPeratura óptima de crecimiento es de 30oC. no sobreviven a 

temPeraturas maYores de 60oC. El PH de crecimiento óPtimo Para 

este génerc• es de 4.0 - 7.0. a PH menor de 3.05 y mayor de 8.0 

inhibe su crecimiento. Zvmomonas tolera c�Jncentraciones de 

doruro de SQdio de 0.5 v 1.0%. en C�Jncentrad�Jnes de 2.07. de 

esta sal el crecimiento es nulo. además es tolerante a altas 

concentraciones de etanol Y glucosa. S.S. 7.rt. y 20. 40% 

resPed i vamente. 

Requiere de vitamina·; com•J Pantotenato Y biotina para su 
', 

crecimientc•. además de concentraciones de extracto de levadura Y 

PePtona maY•Jres de O.Si. \Buchanan and Gibbons. 1974.1984). 

La Producción de la enzim.;¡ catalasa en Zvmomonas es positiva y la 

oxidasa negativa. el acetil-metil-carbinol Puede presentarse en 

algunas cePas de igual forma que el H2S. La Producción de indo!. 

la hidrólisis de gelatina. la reducción de nitratos <Buchanan and 

Gibbons. (1984) y la Prueba del ro,io de metilo <Buchanan and 

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



azul de metileno. la tionina v el trifeniltetrazolio son 

Positivos en este caso <Buchanan and Gibbons. 1984}. 

Zvmomonas <�1 iqual que otros géneros es resistente a algunos 

antibi6tic•Js. Buchanan v Gibbons en 1984 rePortan a esta bacteria 

•:omo resistente a Gentamicina. Kanamicina. Neomicina. Penicilina. 

�3trePtomidna Y sensible a Cloramfenicol '1 Tetraciclina. en el 

•:aso de AmPicilina v Eritromicina la resistencia es variable 

(Buchanan v Gibbons. 1984: Montenecourt. 1985). 

La sistem<itica de Zvmomonas debido a Profundos estudios 

realizados Por Swings Y De LeY en 1977 ha sidc• reestructurada 

(Montenec�Jurt. 1985). Pt"imeramente estaba clasificada como un 

c¡énero con 2 esPecies. ZYmomonas Jl!obilis Lindner. 1928 v 

ZYR!��nas <Waerobia Shimwell. 1937. esta esPecie con tres 

variedades: f. �aero�-� in_ª�r@ia Shimwell. 1937: �. anaerobia 

inmoq_i.!is Shimwell. 1950 Y �· anaer_obj� Pomaceae l'lillis. 1956 

!Montene•:ourt. 1985). 

---



Swings y De LeY (1977) desPués de analizar la composición de 

bases del DNA. tamaÑo del genoma. patré� electroforético de 

Proteinas. esPectroscoPia infrarro,ia v diversas características 

fenotíPicas. llegaron a la conclusión de que todas las cepas de 

ZYI!IQ.!ll.Q_nas descritas se clasifican en llna sola esPecie Y dc•s 

·;IJbesPedes: Zvmomonas !l!QPiH� mobilis Lindner. 1928 y Zvmomonas 

i!Jobil is eomadi Mi !lis. 1956. L-as diferendas entre ambas se 

muestr·an en la Tabla No. 2. 

f�lll.Q�9.11_ª-.S f!I.Q.�U i s es un género que Por aÑos file utilizado como 

agente fermentante en bebidas alcoh6lkas a Partir de jugos de 

Palma. agaves etc. 

Su imPJJrtancia radica en los altos rendimientos que presenta 

comParado con levaduras utilizadas a nivel industrial. entre 

ellas Saccharomvce� �.ereyi,_sj_ª� v �. carlsbergensis <1'1urillo y 

col . .  1984). 
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Características z. mobilis �. lllo!Jil_i � 

Diámetro de la 

colonia a 30oC. 

7 días de 1.5 mm < 1.0 1111 

i ncubaciC•n 

Crecimiento a 

.36oC + 

Pot·centa.ie de 
homoloqfa 
ADN/ADN con 
resPecto a la 76 - 100 <32 

cePa 5.:3 de 
Swings v De Ley 
( 1975) 

Electroforogramas 

de duster de r = 0.88 r = 0.75 

Prc•teinas con la subesp. 
mobilis 

Tabla No . 2. 

Diferencias entre subesPecies Z· mobilis m�!lis y z.. lobilis 



Una de las características más imPortantes por las que se emplea 

ZymqmQnas es su tolerancia a elevadas concentraciones de etanol Y 

sa.:arQsa. Tolera niveles de etanol hasta 77.0 q/l (Buchanan v 

Gibbons. 1984� MontenewJrt. 1985l y 462.1 g/1 de sacarosa 

W!Jelle Y Greenfíeld. 198Sbl. 

La membrana celular de Z_ym9monas está compuesta por cardiolipina. 

fosf atidiletanolamina. fosf atidilqli.:erol v fosfat idilcolina 

además de ácidos grasos como e 1 ácido vaccinieo. mirist ico. 

Palrnit ico y palrni toleico <Carey e Ingram. 1983� 1'1ontenecourt, 

1985: Doelle Y Greenfield. 198Sb v Benschoter e Ingram, 1986>. 

La sacarosa v el etanol parecen no tener efectos perjudiciales 

sobre los ácidos qrasos. la resistencia a estos se debe 

Pr·indPalmente .;¡ la Presencia de áddo vacdnico que representa 

un 75'/. rJ más del contenido de ácidos grasos (Carey e Ingram. 

1983: Montenecourt. 1985: Doelle y Greenfield. 19S5b y Benschoter 

e Inqram. 1986). Sin embargo estos causan una disminución en 



fosfatidiletanolamina v un incremento en la cardioliPina y 

fosfatidilcolina <CareY e Ingram. 1983: Montenecourt. 1985; 

Doelle v Greenfield. 1985b Y Benschoter e Ingram. 1986). 

En contraste a la sacarosa. la glucosa si afeda la membrana 

celular de zYm_q_m_q!!_� en coneentraciones de 10 a 15X <Doelle v 

·�ol.. 1982). Doelle v Me Greqor en 1985 mencionan que la razón 

Por la cual la sa•=arosa no afecta la membrana de Zvmomonas es Por 

la formación de un.:;¡ caPa protediva alrededor de la célula 

aparentemente similar a la capa de las bacterias Gram (+) <CareY 

e lmqr-am. 1983: Monteneeourt. 1985 v Doelle v Greenfield . 1985b). 

La temper.atur a es un fac-tor iiiiPortante en 1 a tolerancia de 

lv.momonas puesto que a temPeraturas mavores de 4loC la proporción 

de ádd•) vaccinieo disminuye incrementándose el ácido mirfstico. 

la Pr•)Porción de fosfatidilcolina v cardiol iPina se incrementsn 

disminuvendo la fosf atidiletanolamina v fosfatidilqlicerol 

<Benschoter e lngram. 1986), 

...... 



Un producto import�nte form�do por �vmo�qn� durante el 

crecimiento en sacarosa es el levano. un polfmero de la fructosa. 

Dawes Y sus colaboradores en 1966. encontraron que el 10% de la 

sac.;rosa en el medio es convertida a levano. el resto es 

conved ido a glucosa Y frudc,sa. Y Posiblemente una enzima 

invertasa sea la resPonsable de la hidfolisis de la sacarosa Y la 

Producción de levano. sin embargo las enzimas involucradas en 

la utilización de la s.;¡,�arosa no han sido bien definid�s 

!.Montenecourt. 19851. L.:\ f.:,rmadón de este subProducto está 

ligado a la temperatura. Por lo general la Producción se presenta 

a temperaturas de 30oC. 

En fermentaciones con Zvmomonas además de la formación de etanol 

Y leva no se ha detectado e 1 sorbitol. Es te se for� en presencia 

de glucosa v fructosa a un PH controlado de 5.0 v en 

cQncentt·aciones iniciales de 289.7. 300.15 Y 397.0 g/1 de 

sacarosa <Doelle Y Greenfield. 1995bl. Millis en 1956 ha 

reportado que algunas ':ePas de Zvmomonas utilizan el sorbitol 

además de Producirlo (Montenecourt. 1985), 

.� 



lYI)l9J!!Ona_! mobilis es un microorganismo que fermenta la glucosa 

Por la vfa metabólica de Entner-Doudoroff (CareY e Ingram. 1983). 

como se muestra en la Fiq. No.6. Las enzimas inv•Jiucradas en esta 

via no han sido estudiadas con detalle (Hontenecourt. 1985), 
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VIA METABOLICA Entner Doudoroff, utilizada pOf" Zymomonas 

/'" ..... � ·'r· 
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glucosa-G-fosfato fruc tosa-s-fosfato 

NAO+ 

[gluconato-G-fosfato] 
Slactone 

1 
s fosfagluconato 

Hp� 
2-keto-3- deoxy -6-fosfagluconato 

Pi 

g liceraldehido 

3-fosfato 

1 
glic eralde h ido 

NAO • 
fosfato desh1drogenasa 
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1,3 di fosfoglicerato 

ATP� 

2 -fosfoglicerato 

C02 

piruvato ____...../.. acetaldehido 

ATP .. �¡ 
etanol 

r 



�- ; ·. 
... 1 

1 ' .. • 

Tinción al Gral (Bradshaw. 1976) 

La tinción bacteriológica mas usada es la Tinción al Gram. Esta 

tindón es de gran valor sistematice va que divide a los 

mict·om·qanismos en dos cats?¡;¡or!as Y es el punto inicial del 

pro.:·eso de identificación. 

La tinción se comPone de cuatro readivos diferentes. El primer 

color.3nte. el cdshl violeh. imparte color a los 

microorganismos en el frotis; el segundo reactivo. una solución 

de iodo-lugol refuerza la unión entre el colorante y el 

sustrato. El tercer reactivo. una mezcla de alcoho l y acetona 

disuelve el colorante primario. Por dltimo la safranina se aplica 

como segundo colorante. 



Muchos organismos retienen el cristal violeta a pesar del 

decolorante v se les llama Gram positiv.::ls. La pared celular de 

estos es sensible a la deshidratación con alcohol el cual actúa 

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 más rica en lipidos y 

aparentem•::nte no cierra no cierra sus Poros con el alcohol 

arrastrando así' el •:ristal vi>:lleta v tomando el segundo 

colorante, 

Anaerobiosis CBradshaw. 1976) 

En qener-3.1 los orq-3.nismos se dividen en tres categorías. 

dependiendc• de su tolerancia a la presencia de oxigeno. los 

anaerobi•Js estrictos no toleran concentración alguna de oxigeno. 

Los anaerobios facultativos pueden crecer con o sin oxigeno. los 

aerobios no son caPaces de desarrollarse en ausencia de oxigeno. 
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Tinei6n de flagelos 

La presencia de flagelos se puede observar mediante una tinción 

especifica utilizando fucsina junto con ácido tánico. este último 

actQ� como mordente el cual se adhiere a la célula y a los 

flagelos en caPas sucesivas hasta que los flagelos junto con la 

célula aumenten sus dimensiones haciéndose visibles (Bradshaw. 

1976: Ba 'f.:irdo. 1982). 

Prueba del Rojo de ttetilo l.Bradshaw. 1976: Bayardo. 1982) 

L3 reacción del t·o.io de metilo es rHil para medir el grado 

diferendal de acidez v e>:dusivamente depende de PH final de un 

·�ultivo después de una incubación de 2 a 4 dias. Algunas 

bacterias produ·�en ácidos en altc• grado por la hidrólisis de 

glucosa v la acidez Permanece constante. en tanto que otras son 

capaces de atacar los mismos ácidos que forman y convertirlos en 

álcalis. 



El rojo de metilo es un indicador que al agregarse a un medio en 

el que se havan fermentado carbohidratos v por consiguiente 

produeido ácidos. cambia a su color ácido en este caso amarillo. 

Prueba del Azul de tletileno 

Las fermenhciones se desarrollan en ausencia de oxígeno 

molecular. los organismos deben de o)btener su energía de las 

moléculas del sustrato sin la particiPación del oxigeno. Las 

reacciones que liberan energia son reaeciones de oxidación. esta 

puede Presentarse en diferentes formas. En la gran mayor de las 

oxidadones anaet·•)bias el sustrato cede un hidrógeno, este debe 

ser caPturado inmediatamente Por un acePtar. si no hay aceptares 

de hidrógeno libres la fermentación n•) puede realizarse. si se 

mantiene un abasto continuo de acePtares de hidrógeno e 1 

organismo puede respirar continuamente (Bradshaw. 1976; Bavardo. 

1982). 



Hidrólisis de Gelatina 

La gelatina es una proteína que tiene la capacidad de formar 

geles. La prueb-3 de licuefacción de gelatina sirve para 

determinar la hidrólisis de la molécula protéica por acción de la 

e:<oenzima gelatinasa. El medio utiliBdo en este caso debe 

micr.:•orqanismos eme liberen la gelatinasa. pasará del estado gel 

a soL esto se determina Por la acción lenta o rápida de los 

microorganismos. Las Primeras mol�culas prote icas que pasarán al 

estadü de sol serán las m.3s cercanas a los microorganismos. La 

temperatura es 1.m factor imPortante ya que a elevadas 

temPeraturas 1.:! gelatina se licua IBradshaw. 1976: Bavardo. 

1982i. 

Producción de Catalasa <Bradshaw. 1976). 

La mavoda de las bacterias producen peróxido de hidrdqeno en 

Presencia de oy,fqeno libre. Dado que el Peróxido de hidródeno es 

'., " 
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tóxico para las células vivas, es importante que sea degradado. 

La catahsa es una enzima capaz de descomponer el peróxido de 

hidrógeno en agua y oxigeno gaseoso. Esta reacción Proporcionü •Jn 

mecanismo de eliminación del peróxido que por el contrario se 

acumulada en un cultiv•' Y matada a los microorganismos que lo 

Producen. 

Son muchas las bacterias que pt·oducen catalasa, unas en mayor 

grade• que otras. sobre todo las aerobias estrictas , por el 

·�ontrat"io no se ha demostrado su Presencia en las anaerobias 

obligadas. AParentemente la falta de catalasa en los organismos 

anaerobios es la causa de que el oxígeno les sea venenoso. 

L.:� presenda de catalasa se detecta con la aparición de burbujas 

al agregar unas gotas de H202 al 3.07. en el cultivo. 



Produeeión de Indol 

El indol es un producto resultante de la descomposición del 

tr iptof ano. por bacterias caraderi sticamente activas en las f 

descomPosición proteica. El triptofano es el único aminoácido que 

contiene el anillo indo!. por lo que los medios de cultivo 

emPle-3dos en esta Prueba deben contenerlo en grandes cantidades. 

El indol se manifiesta al aÑadir una solución de para

dimetilaminobenzaldehído. Los reactivos de Ehrlich y Kovac 

contienen esta sustancia unida al alcohol etflico o amflico la 

cual extrae el indo! haciendo que sobresalga a la superficie del 

medio inoculado en forma de una capa delgada de color ro.jo 

rosado (Bradsha•o�. 1976: Bayardo. 1982). 

Producción de Acido Sulfhídrico 

La producción de ácido sulfhídrico es una proPiedad de orqanisaos 

eme hidrolizan aminoácidos sulfurados. Estos orqanisaos tienen 

... .. 



11na enzima que desprende el iitomo de azufre el cual es luego 

feducido c•:m hidróqeno de los sustntos. Para formar ácido 

sulfhi'drico. Por lo tanto el azufre funciona como aceptar de 

h idróqen.:1 . El aminoádd.:• ci steína es e 1 más utilizado, por lo 

tant•j el medio deberá contener grandes cantidades de este además 

de una ·;al de hierro o de plomo. El ácido sulfhídrico producido 

rea·�ciona con estas sales Y aparece en forma de un precipitado 

negro en el medio <Bradshaw. 1976} • 
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La Producd6n de etanol ha cobrado gran iii!Portanda sobre todo en 

Pa.i ses d•Jnde sus recursos energéticos han di sminu!do en los 

últimos aÑOs. Brasil es un ejemplo. donde utilizan el etanol como 

·�,Jmbustible. en algunos casos se utiliza mezclado con gasolina Y 

en otros en forma pura <Moreira y Goldemberg. 1981). 

La fermentación es una .:�lternativa para la pmducción de este 

h idt·ocarb!Jro. los mi•:roorgani sm•Js que se utilizan en la 

producción industrial son las levaduras entre ellas Saccharomyces 

cerevisi.;¡e y �· carlsbergensis (Murillo y eol .. 1984.!. 

Zvmomonas mobilis es una bacteria que ha sido utilizada para 

fermentación etan6lica, reporUndose altas producciones, además 

de tolerar sacarosa v etanol en altas concentraciones. mayores 

que levaduras. Este género es capaz de fermentar 1 mol de glucosa 

a 1.5-1.8 moles de etanol Y 1.8 moles de C02. utilizando solo un 



2.07. de sustrato para crecimiento. presentando rendimientos del 

97-9:::'/. WJelle Y Greenfield. 1985bl. comparado con el rendimiento 

!Mximo rePortado para levaduras. del 907. (M.aia. 1987). 

La Producción var!� dePendiendo de las condiciones Y tiPo de 

fermenhción. Los par4metros importantes son temperatura. pH. 

3ere-3ción. comPonentes del medio Y 1.3 cep.3 utilizada. Existen 

di vo:>rso:rs tipos de fermentaciones como la c.:mUnua. fermentación 

en batch. con micro,;:.rganismos inmobilizados, etc .. Los reportes 

muestran que la fermentad ón en batch es la m4s frecuentemente 

utilizada Y con me.jores resultados (Lee v col. . 1979; Doelle Y 

Greenfield . 1985al. 

:3e ha rePortado un� producción de 132.0 g/1 en fermentación batch 

� una ':oncentración inicial de 400.0 g/1 de sac�t·osa en un tiempo 

de 72 hrs a 35oC Para una cepa mejorada en laboratorio (colección 

d-� 1.?. American Type Culture Collection, ATCC 39676)' con un 

rendimiento de 0.37: sin embargo a concentraciones menores de 



sacarosa el rendimiento puede ser mayor alcanzando niveles de 

0.50 con 95.5 g/l de producción de etanol a partir de 200.0 g/l 

de sacarosa inicial en un tiempo de 24 hrs a 3SoC <Doelle y 

Gr-eenfield. 19PJ5b). 

En cultivos continuos se obtuvo una producción de etanol para la 

•:ePa ATCC 10988 de 60 .;¡ 65 q/1 u ti 1 izando glucosa entre 100 v 200 

-;¡/] iniciales v 1ma temperatura de 30oC (Lee y col .. 1979). 

Debido a los altos costos de la destilaci•Jn se han desarrollado 

diversos métodos p.:tra la Pt"OdiJCción de etanol COffio) el de células 

inmovilizadas. utilizando geles de alginato de calcio. En este 

mik·do se utilizaron concentraciones de 50 a 300 g/1 de glucosa, 

aPro:<imadamente el 27.0'1. fue fermentado obteniéndose una 

Producción de 126.3 g/1 con una concentra·�ión de células de 58.0 

g/1 en peso seco a 30oC <Bajpai y Margaritis. 1985). 
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MlERIAI. Y IE11Im 
-

Obtencion de MUestras. 

Se realizaron tres muestreos al azar de jugo de caÑa para el 

aislamiento de bacterias del género ZYIIOID9_�. 

La Primera muestra se •:>btuvo de un local comercial, en frasco 

estéril de 500 mi. Se utilizó un termómetro graduado de O a 150oC 

'1 un Potenciómetro Portátil marca Condudronic, para medición de 

temPeratura Y pH, respectivamente. 

P.:�ra e 1 segundo v tercer muestreos las muestras fueron obtenidas 

de 2 Ingenios azucareros. A continuación se describe brevemente 

el Proceso de fabricación de azúcar • 

..•. 1!!;1· · '  
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De la molienda de las caÑa.s se extrae e 1 jugo, e 1 cual es tratado 

c•::.n azufr€ con el PrOPósito de eliminar la flora microbiana 

<Sulfitaciónl. en seguida los sólidos Presentes en el jugo son 

PreciPitados con Hidróxido de Calcio <Alcalizado). Al paso de 

darificación le sigue una filtración a 80-90oC y el .jugo ya 

filtr.3.do es evaporado para concentrar el azúcar. este pasa a las 

c·entdfugas donde se separa la melaza <Azúcares no 

cristalizables) Y la sacar.:•sa tipo estándar la cual pasa a una 

rjlti:na etaPa de secado. 

El sequndo muestre.; se realizó en el Ingenio José Marfa Martínez 

�n Tal.:\, .Jal. Se ·::.btuvo una muestra de 1000 ml de cada una de las 

Primeras etaPas de la producción de azúcar antes de la 

cristalización <Sulfitado, Alcalizado. Clarificado y Filtrado). 

Estas muestras se obtuvier•:ln en frascos estériles y midiéndose 

temPeratura y PH a la vez. 

En el Ingenio de Puga en TePic. Nav. se realizó el tercer 

.. II"L 



muestreo obteniéndose una muestra de 1000 ml también de las cuatr� ·
: 

· .  

Primer�s etapas de la producción de azúcar v en las mismas 

condiciones que los muestreos anteriores. 

Aisla.iento de Cepas. 

Después de transPortar las muestras al laboratorio se realizó el 

rr�todo 1 de aislamiento para el .jugo de caÑa co�ercial que se 

describe a continuación. 

Método l 

:Je r·ealizar•jn diluci•Jnes en .:�gua estéril. 1:10. 1:100, 1:1 000 y 

1: 1 O 000 en tubos EpPendorf de 1. 5 mi de capacidad. 

De l.:�s diludones 1:1 000 v 1:10 000 se tomaron 100 ul Y se 

sembraron por asPersión con triángulo de vidrio en placas Petri 

con medio de aishmienfo 1 l.ver cuadro de medios) y se incubaron 

a 30oC en una incubadora marca Precision durante 48 hrs. Al 

término de esta incubación se aislaron con la avuda de una asa 

bacteriológica las colonias diferentes en cuanto a morfología 
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color v tamaÑo. �da cepa diferente se resembró en el mismo medio . ,� 

hasta obtener un cultivo puro. Con el objeto de que se 

desarrollaran me.ior los microorganismos en el jugo de caÑa. 

desPu�s de tomar 10 ml para las diluciones. el jugo se incubó 24 

ht·s a 30oC y se rePitió el método 1. 

Como 'Jn.3 segunda alternativa se utilizó el método 2 para las 

muestras de Tala. Jal. y en TePic, Nav. descrito por Rodríguez y 

Callieri en 1985, que Presentaba mejores condiciones para el 

.;¡i s l amiento de b.-cterias de 1 género Zvmomonas. El método se 

realizó de la siguiente manera: 

Método 2 

:3e obtuvieron las muestras de la misma manera que el 1!2todo 1. 

midiéndose temperatura v PH. El medio de aislamiento 2 (ver 

cuadro de medios) y los tubos de ensaYe de 10 ml con tapones de 

hule Para vacío fueron esterilizados por seParado. Se llenaron 

los tubos '=on el medio Y se incubaron en posición vertical dentro 

... 



de los frascos con jugo de caÑa a 30oC por un período de 48 hrs. 

Al término de la incubación se tomó 1 ml de crecimiento 

bacteriano suPerficial con una micr•JPiPeta Gilson y se inoculó en 

5 ml de medio de aislamiento 2. Se incubaron a 30oC durante 48 

hrs. Este paso se realizó en dos ocasiones. bajo las mismas 

condiciones. De este cultivo se realizaron diluciones de 1:1 000 

Y 1:10 000. Se t•Jmaron 100 ul mezclándose en el medio de 

aislamiento 2 en agar blando v virtiéndose a las cajas. Se 

inc·ubaron a 30oC durante 4S hrs. 

Cada cepa diferente en cuanto a morfología. color y tamat1o de 

coloni<� se aisló C•Jn avuda de una asa bacteriológica. Mediante 

cu! ti v•Js posteriores a 30•JC y 48 hrs se obtuvieron cultivos puros 

de las cepas aisladas. 

Cuadro de tledios 

�io de Aisla.iento 1 

Este medio fue modificado en el laboratorio a partir del 



mencionado en el catálogo ATCC <American Type Culture Collection) 

de 1982. 

q/1 

Glucosa 20.0 

E:<tracto de levadura 20.0 

KH2 P04 1.0 

Acido Pantoténico 0.1 

Agar 15.0 

El PH fue ajustado a 6.5 con NaOH 1.0 M 

Medio de Aislamiento 2 

q/1 

Glucosa 20.0 

E:(tr.3d,J de levadura 10.0 

KH2 P04 2.0 

Aq.:1r 15.0 

El PH fue ajustado a 6.5 con NaOH 1.0 M 

Las cepas fueron mantenidas en medio de aislamiento sólido a 4oC 
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durante 15 d!as como máximo. al cabo de este Período se 

rePlicaron para maneJar cultivos frescos en las pruebas de 

caracterización. Las cepas aisladas fueron mantenidas en glicerol 

�1 15% a -70oC UürsOP. 1984) en un ultracongelador <FORMA -

SCIENT!FICJ. est.:• con el objeto de preservar dichas cepas por 

Pruebas de Caracterización 

Después de obtener un cultivo puro de las cepas aisladas se 

real izaron las pruebas de caracterización •:orrespondientes, de 

acuerdo a Buchanan en su Manual de Bergev en 1984, agruPados de 

la siguiente manera: 

Tinción al Gram 

;�naerobiosis 

Tinción de Flagelos 

Rojo de Metilo 

:i, 



Azul de l'leti leno 

Hidrólisis de Gelatina 

Grupo 2 

Producci 6n de Cata lasa 

Producción de Indo! 

.i 
.

· 

Producción de Acido Sulfhidrico 

Crecimiento en Concentraciones de 20 y 407. de Glucosa 

Crecimiento en Frudosa. Manito l. Sorbí tol y Glicerol 

Crecimiento a 30. 40 y 60oC 

Crecimiento a Concentraciones de O. 5. 1. O y 2. Oi: de NaCl 

Crecimiento a Con•:entradones de 5.5. 7. 7 y 9. 97. de Etanol 

Crecimiento a PH 3.0. 6.0 Y B.O 

Resistencia a Antibióticos 

AmPicilína. Cloramfenicol. Eritromicina. Gentamicina, Kanamicina. 

Neomicina. Penicilina. Streptomicina y Tetraciclina. 



Tinei6n al Graa 

Para realizar la tínción al Gram. las cepas fueron sembradas en 

medio LB <ver sección de medios y soluciones) los cultivos de 12 

a 24 hor.as antes de la tinción procurando que los cultivos fueran 

.. i 6v.enes. 

En un Portaob.iebJs se prepar�i un frotís cubri�ndolo con cristal 

violeta durante 1 min Y se lavó con agua corriente, enseguida se 

cubrió C(•n solución de Iodo-Lugol Por 1 minuto. se lavó con agua 

corriente agregando desPués una soludón de alcohol-acetona 

\70:30 v/v) gota a gota hasta quitar el exceso de cristal violeta 

Y lugCil. Se lavó con agua corriente Y finalmente se cubrió con 

safranina durante 30 seg. este colorante fue removido con agua 

;:orriente. La preparación fue secada al aire Y se observó con un 

')b,jetivo de inmersión en un microscOPio de contraste de fases 

!.American OPtical Modelo One-Tenl. 

__ ll!ft .. 

' 

·. ' · ·  



Anaerobiosis 1,,•: 

Par� la Prueba de anaerobiosis se utilizó el medio Brewer <ver 

sección de medios y soluciones). Se sembró Por es trias y las 

placas fueron incubadas en una jarra para cultivos anaerobios, se 

diliz6 un sobre qenerador de hidrógeno Y C02 para crear una 

atmósfera .;maerobia. Las Placas fueron incubadas a 30oC durante 

48 hrs. 

Tinción de Flagelos 

De un cultivo .joven (6 a 12 hrs) se hizo una suspensión en agua 

destilada. se colocó una gota en un el:tremo de un portaobjetos 

químicamente limPio (remo.jados en mezcla crómica durante 24 hrs), 

�1 Pod�·:.b .. ietos se inclinó Para que la gota se derramara hasta el 

otro e :<tremo . Y se dejó secar al aire en posición inclinada. Una 

vez secQ se •:ubrió con el colorante Leifson (ver sección de 

medios \' soluciones) durante 15 min (el tiempo varía dependiendo 

de la cePa) se eliminó el colorante Y se lavó con agua corriente 
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muy suavemente. Se secó al aire v se observó con objetivo de 

inmersi6n. 

Rojo de (!!etilo 

Se inocularon las cepas en tubos con S ml de caldo RM-VP (ver 

sección de medios y soluciones) . Los tubos fueron incubados por 

un Peri' odo de 48 hrs a 30oC en un i ncubador orbital. Desp� s de 

l.=! incubación se agregaron S gotas del indicador rojo de metilo 

i.vet· secc ión de medios Y soluciones) (Bradshaw. 1976). 

Azul de tteti leno 

De un cultivo en cald•J nutriente (ver sección de medios y 

soluciones de 24 hrs de incubación a 30oC se tomó 1 ml y se 

transfirió a otro tubo con 3 mi del mismo medio. a este se le 

agregaron 2 gotas de la solución de azul de metileno y se observó 

el vire de color en intervalos de 1S min. 

14. 
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Hidrólisis de Gelatina 

Cada de las •:epas aisladas se sembró por estrfas en placas Petri 

(Método Fraser) con agar-nutriente-gelatina 0.4% (ver sección de 

medios v soluciones), se incubaron por un periodo de 48 hrs a 

30oC. Al término de la incubación se cubrió la superficie de cada 

Plac.� con una solución saturada de sulfato de amonio y se dejó 

reacdon<tr durante :30 min C.Bradshaw. 1976). 

Producción de Catalasa 

El ensavo pan la PNducci6n de catalasa se realizó en medio 

TdPtosa-Fosfato-Agar !.ver sección de medios y soluciones), 

inoculando Por estrias cada una de las cepas. Se incubaron a 30oC 

Por un Período de 48 hrs. Al término de esta incubación la 

Presencia de catalasa se detectó agregando S gotas de una 

solución de �202 al 37.. 



Producción de Indol 

Las bacterias fueron inoculadas en tubos ·�on 5 ml de caldo de 

triptona (ver sección de medios y s•Jluciones) y fueron incubadas 

a 30oC Por un período de 48 hrs en un Incubador Orbital Harca New 

Bruns1ád Modelo 625. se transfirió 1 ml de cultivo preincubado a 

un tubo de ensaye Y se le agregó sc•lución de Kovac (ver secci6n 

de medios y S•Jluciones l gota a gota h.3sta formar una caPa de 1 cm 

de esPesor. Procurando no mezclar el reactivo con el medio v 

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

Producción de Acido Sulfhidrico 

Para esta Prueba se utilizó el medio peptona-hierro-agar (ver 

sección de medios Y soluciones). en tubos de ensaye inclinados. 

':on 5 ml de medio. Se inoculó Por picadura hasta el fondo del 

tubo. estos fueron incubados a 30oC por espacio de 48 hrs. 

(Bradsha.w . 1976). 
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Tolerancia a Sacarosa '··:' ,,, 

El ensayo de tolerancia a sacarosa. se realizó con las cepas 

M-1-C Y 1'1-3-B. utilizando el medio descrito por Doelle y 

Greenfield en 1985. Las concentraciones Pr•)badas fueron de 200. 

::::oo Y 400 g/1. se realizaron en tubos de ensaye con 10 mi de 

medio incubados a :30oC. muestreando a hs 24. 32. 48 Y 72 hrs. 

Crecimiento en Concentraciones de 20 y 40% de Glucosa 

El cr-ecimiento de las cePas en C•)n•=entraciones de 20 v 40% de 

g!uec.sa se realizó en Placas con medi•) descrito por Doelle v 

Cireenfield en 1985. lver sección de medios Y soluciones). Se 

sembraron por estrías Probando las concentraciones antes 

mencionadas. Se incubaron a 30oC durante 24 hrs. 

Crecimiento en Carbohidratos 

El crecimiento en diversos carbohidratos se realizó en el medio 

descrito Por Doelle y Greenfield en 1985. utilizando 

1 
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concentraciones de 2.07. de sorbitol, glicerol, manito! y 

frud•)S.a. en esta última la concentración fue la correspondiente 

en Peso de 20.01. de sacarosa que fue de 4.767.. Las cepas fueron 

sembrad�� por estrfas en medio sólido e incubadas a 30oC durante 

24 hrs. 

Resistencia a Te�Ptratura 

Se hicieron ensavos de crecimiento bacteriano en 2 temperaturas 

<1·0oC Y 60oC. Tubos con 5 mi de medio LB (ver sección de medios y 

solud.:lnes}, fueron inoculados con asa bacteriológica y se 

incubaron durante 48 hrs a las temPeraturas antes mencionadas. El 

c r-ec im iento se determinó POr espectrofotometrfa 

lEspectrofotómetro de haz sencill•:> marca LKB modelo Ultrospec ID 

I.Bergey-' s. 1984.\. 

Resistencia a NaCL 

El medio utilizado para esta prueba fue LB <mencionado 

1.1:.· 



anteriormente) adicionando NaCl a la concentración deseada, en 

este caso se probaron tres concentraciones O.S:t 1.0% y 2.0%. las 

siembras se realizaron en placas Petri por estrías y se incubaron 

a :30oC por un período de 48 hrs. <Bergey's. 1984). 

Resistencia a Etanol 

De ig,J.al manera se utilizó el medio LB (antes mencionado), va 

es tér i 1 se le agregó Etanol absoluto para obtener concentraciones 

finales de 5.57.. 7.77. Y 9.97.. las cepas se sembraron por 

estrias en placas Petri y se incubaron a 30oC por espacio de 48 

hrs <Bergey's. 1984). 

Resistencia a pH 

Los PH probados fueron 8. O v 3. O. además de 1 pH 6. 8, e 1 cual es 

repodado por Doelle y Greenfield en 1985. como �timo para 

cree i miento de lYIIJQ!!!QM! mobil i s. 
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la Prueba se realizó en tubos de ensave con 5 ml de medio LB 

(antes mencionado). ajustando el PH con NaOH 1.0 M y HCl 1. 0 M. 

los cultivos se incubaron a 30oC durante 48 hrs. El crecimiento 

bacteriano se determinó Por espectofotometrfa a 600 nm !Maniatis 

·r col.. 1982). 

Resistencia a Antibióticos 

L-3 resis tencia a antibióticos se realizó en placas con medio LB. 

estas se sembraron Por estrías, procurando que el crecimiento 

fuera uni forme en toda la placa. Los antibióticos probados 

fueron: 

por disco 

AmPicilina 10 ug 

Cloramf enicol 30 UIJ 

Eritromicina 10 ug 

Gentamid na 10 UIJ 

Kanamicina 10 ug 

Neomidna 10 ug 

Penicilina 5 u 

StrePtomicina 10 ug 



Primer�nte se sembraron las �lacas v enseguida se colocaron 

discos de .papel filtro Whatman No. 1 estériles y se les agregó el 

antibiótico con una micropipeta Gilson. mojando completamente el 

disco. Por cada uno de las cePas se sembró un control sin 

antibiótico. Se incubaron 30oC durante 24 hrs. 

•• ! • ' : 
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SECCIOO lE EllOS Y sa..tX:IMS 

Tinci6n al Gral 

Soludéin Cristal Violeta Gram. 

Violeta Cristal 

Etanol (957.) 

Solución B: 

O:(alato am6nico Q.P. 

Aqua destilada 

2.0 g 

20.0 ml 

0.8 g 

80.0 ml 

Las dos soluciones se prepararon por separado Y posteriormente se 

Solución Iodo Gram 

Iodo Q.P. 

Ioduro de Potasio 

Agua destilada 

1.0 g 

2.0 g 

300.0 ml 



i(<�¡ 

TantrJ e-1 Iodo co1110 el loduro de Potasio fueron mezclados en 

Decolorante Alcohol-Acetona 

70.0 ml 

Acetona 30.0 mi 

Süludón de Safranin.a Gram 

Saf t·an ina 0.25 g 

Etanol (95'/.) 10.0 g 

Agua destilada 100.0 ml 

:3e disrJlvió la safranin.a en etanol y se 'le agregó el agu.a 

destilada. Esta solución fue filtrada en papel Whatman No. 1. 



�io Triptosa - Fosfato - Agar 

' g/1 

TriPtosa 20.0 

Glucosa 2.0 

N.aCl 5.0 

N.a2HP04 2.5 

Agar 15.0 

Los componentes fueron disueltos en baÑo de agua caliente. Se 

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

Caldo de Triptona 

Triptona 

g/1 

10.0 

:3e esterilizó por autoclave a 1.15 kg/cm2. durante 15 min. 



Soluci6n de Kovac 

Para-dimetil-amino-benzaldehído 5.0 g 

Alcohol butilico 75.0 ml 

Acido clorhidrico (377.} Q.P. 25.0 ml 

El Para-dimetil-amino-benzaldehído fue disuelto en el alcohol en 

un un baÑo de agua caliente y enseguida se agregó el ácido 

cl•:.rh:ídrico. 

Agar-Nutriente-Gelatina 0.4% 

g/1 

TriPtosa 20.0 

Edrado de levadura 0.3 

MnS04 0.1 

Ciel3tinil 4.0 

Agar 15.0 

El medio fue esterilizado por autoclave durante 15 min a 1.15 

kg/r.:m2. 
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Agar-Peptona-Hierro 

g/l 

PePtona 15.0 

Prot e•)sa-PeP tona 5.0 

Ci t r.ato-Férricc•-amónico 0.5 

Tiosl.llf.ato sódico 0.08 

K2HP04 1. o 

Ag.ar 15.0 

Se esterilizó Por autoclave a 1.15 kg/cm2 durante 15 min. 

Caldo lm-VP (Rojo de t1etilo-Voges Proskauer> 

g/1 

Glucosa 

K2f-l.P04 

7.0 

5.0 

5.0 

Se esterili zó por autoclave 15 mina una presión de 1.15 kg/cm2. 



Indicador Rojo de l'letilo 

Ro.jo de Metilo 

Etanol (95'/.J 

Agua destilada 

0.1 q 

250.0 ml 

250.0 mi 

El rojo de metilo se disolvió en etanol y se le agregó el agua 

destilada. La solución se filtró en papel Whatman No. 1. 

l'ledio LB 

g/1 

PePtona 10.0 

Extracto de levadura 5.0 

NaCl 10.0 

Agar 15.0 

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



Caldo ftttriente 

Caldo de nutrientes 8.0 g 

o alternativamente g/1 

Extracto de Res 5.0 

Peptona 3.0 

Se esterilizó Por autoclave durante 15 minutos a 1.15 kg/cm2. 

Solución de Azul de Metileno 

Azul de Metileno 

Etanol (95%} 

Aqua destilada 

0.3 g 

30.0 111 

100.0 ml 

Se disolvió el azul de metileno en el etanol y se le agregó el 

agua destilada. se mezclaron y se filtró en papel filtro Whataan 

No. 1. 
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Medio para Anaerobios Brewer .. 

(Marca comercial} 51.0 g/1 

cuya composición es g/1 

Peptona de Caseina 10.0 

PePtona de soya 5.0 

Extr.:�do de levadura 5.0 

L-Cistina 0.4 

D(+l-Glucosa 10.0 

Clc,ruro de Sodio 5.0 

Tioglicolato de Sodio 2.0 

Sodio formaldehido sulfoxilato 1.0 

Azul de Het ileno 0.002 

Agar 12.6 

Se esterilizó Por autoclave durante 15 min a 1.15 kg/cm2 • 

..,, 



Colorante de Leifson 

Sulfato Aluminico Potásico en 

solución acuosa saturada 

Sol. acuosa de Addo Hnico al 20'7. 

Agua des t ilada 

Etanc•l (95'7.) 

Fucsina Básica en solución 

.3lcch6lic.;¡ saturada 

ml 

20.0 

10.0 

10.0 

15.0 

3.0 

Se mezclaron los ingredientes uno a unc1 en el orden indicad'o. 

filtrándose en membrana Millipore de 0.45 um. La mezcla fue 

Pt·eparada un dfa antes de su uso. 



FERPENTACION ALCOHOLICA DE LAS CEPAS AISLADAS 

De acuerdo a las pruebas de �:araderización se sele•:cionaron 2 

cepas que presentaran la mavoria de resultados positivos para 

realizar los ensavos de fermentación que .3 c,)ntinuación se 

describen. 

L.:�s condiciones de fermenhci6n alcohólica fueron establecidas de 

acuerdo al medio citado pm· Doelle Y Greenfield en 1985b. La 

comPosición de dicho medio es la siguiente: 
. 

!¡ 

g/1 

:i 
,, 

L 

� 1 

Sacarosa 200.0 

Peptona de Casefna 2.0 

E:-:tracto de Levadura 2.0 

MgS04 2.0 

(NH4)2 504 2.0 

KH2P04 2.0 

El PH fue ajustado a 6.0 con NaOH 1.0 M. 
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Fermentación en tubo 

Se prepar6 un preinóculo en tubns de 25x150 mm con medio antes 

mencionado a partir de una colonia aislada de un cultivo 

bacteriano en medio sólido v fue incubado a 35oC durante 24 hrs 

en un Incubador Orbital. 

\Jn matraz con 100 ml del mismo medio fue inoculadc' con el cultivo 

anterior (preinóc,Jlo) e incubado a 35oC durante 24 hrs (este 

matraz fue determinado como inóculoJ. 

La fermentación de las cePas ai sl.:!d.;¡s de jugo de caÑa se realizó 

en tubos con 10 ml inücu1ados con 10% i.v/v) de crecimiento 

bacterhno l.In6culo en matraz). Los tubos fueron incubados a 

�5oC. monitoreando crecimiento bacteriano. azd,:.:�re� reductores Y 

Pt·c,ducción etan6lica a hs 4. 8. 12, 24, 28, 30. 32. 34, 36 Y 38 

hrs. 

Conforme se muestreó se determinó el crecimiento bacteriano por 

.1 
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espectrofotometría (Esped rofc,tómetro LKB Ul trosPe•:: IIJ a 600 nm 

de absorbancia (Mani.:;tis. Y col., 19B2}. Después de determinar el 

crecimiento bacteriano. l.;¡s muedr.:�s se centrifugaron a 7 000 rpm 

durante 15 min en un rotor de cubeta oscilatoria Sorvall HS-4 en 

1.ma centrífuga Sorvall RC5C. el paquete celul.:;r se desechó 

recuperándose el sobrenadante para cuantificación de azocares 

reductores Y concentración de etanol. 

Los azúcares reductores fueron euant i f k:;dos por e 1 método Acido 

Dinitril-Salicilico o t.:�mbién conocido por las siglas DNS 

(Mi ller, 1959). 

La cuantificación de etanol se realizó Por cromatografía de 

gases. Previa destilación. 

-so-
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Cuantificación de Azúcares reductores 

Reactivo DNS 

g 

NaOH 1.0 

D�S 1.0 

Tartrato de Sodio y Pohsio 20.0 

Fenol 0.2 

Metabisulfito de Sodio 0.05 

Se mezcl.:l.ron uno por uno en el orden indicado y se aforó a 
1 

100 mi con agua destilada . 

Se realizó una curva estándar con glucosa. cuva concentración fue 

de 1.0 mg/ml. La curva se ela.bor6 de la siguiente manera: 
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No. Tubo Sol. GlUCCIS·3 Agua DNS Aforo .a 20.0· 
ml m! mi m! 

�) :i· � . . ''· 
:.e 

·· .. 
•';, 

O(Bco) 0.0 1.5 3.0 15.5 

0.1 1.4 3.0 15.5 

2 0.2 1.3 3.0 15.5 

·� 0.3 1 •) 3.0 15.5 .;, ·-

4 0.4 1.1 3.0 15.5 

5 0.5 1.0 3.0 15.5 

6 0.6 o. '71 3.0 15.5 

7 0.7 O.B 3.0 15.5 

S 0.8 0.7 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 ml con .3gua las muestras se pasaron por baÑo 

de agua a punto de ebullición durante 5 min. 

La lectura se tomó Por espectrofotometria a 550 nm Y se grafic6 

D.O. vs concentración. 
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La cuantificación di? az'"jc.3res de las muestras se realizó de la 

siguiente manera : Se tomaron de 250 a 500 ul dependiendo del 

•=recimiento bacted.:�no registrado anteriormente. La alícuota de 

la muestra se aforó a 1.5 mi de agua destilad.3, se le agregaron 

3 ml de reactiv•:> DNS 'f se C•Jlocaron en agua a punto de 

ebull ici6n por 5 m in e>:adamente y por últ irno se aforó a 20 ml 

con agua destilada (de la misma manera que la emPleada para la 

·=urva estándar ). Se utilizó un blanco preparado con agua v 

reactivo DNS. La le ctura se torné• por espedofot.Jmetr!a a 550 nm Y 

se graf icó D.O. vs concentrad•5n. 

Se realizaron diluciones 1:10 y 1:30 de las muestras. con el 

objeto de que las lecturas de tales caver.:�n dentro de los rangos 

de la curva: estándar. 

Cuantificación de Etanol 

Microdestilación 

Se destilaron 10 ml de muestra de cultivos fermentados en un 

-83-
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microdestilador de 25 ml de capacidad. La temPeratura de dicha 

destiladón fue de 96oC Y •:Meniéndose un vol1.1men destilado de 3 

a 6 ml a Partir de 10 mi de muestra. Las muestras se conservaron 

a 4oC Para su Posterior cuantificación. 

Cuantificación de Etanol 

Se real i z6 en un cromat6qr af o de gases (Mar•: a Varian 401 con un 

equiPo de cómPuto integrado par.� establecer las condiciones de 

corrida). 

CQnd iciones de Corrida 

TiPo de columna: Carbowax 107. 

TemPeratura de columna: 80oC 

G.as de transporte: Nitrógeno 

Flujo de Columna: 30 mllmin 

Temperatura de Invedor: 100•)C 

TemPer.3tur.;¡ del Detector: 170oC 

TiPo del Detector: Ionización de Flama 
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Estándar: Etanol al O. 4'/. 

) .-· ·. 

Análisis de Datos: Por e 1 Jtbdo\ie estandarización externa. 

Are.� Estándar 
------------------------- = F.R.A. 

9 inYectados del estándar 

Are.:� Muestra 
�----------- = Concentración de la muestra. 

F.R.A. 

Nota: F .R. A. = Fact•ir de ResPuesta Absoluta. 

�· :· ·. �. ),'. 
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RESll TAllOS 

lt!estreos 

Los Par.imetros obtenidos en los 3 muestreos se observan en la 

Tabla No. 3. 

Origen de la Muestra* Temperatura pH 

�1uestra oC 

Local comercial 23 5.9 

Ingenio Tala. J.3.l 28 5.8 

2 .... C' 
¿,.t 6.9 

3 24 5.6 

4 36 8.7 

Ingenio de Puga :30 5.4 
Tepic. Nay. 

2 32 7.9 

3 35 5.4 

4 42 6.5 
-------------------------------------------------------------

Tabla No. 3. Par�meh·c·s registrados de !as muestras 

Para }i;l�niento. 

l:t�ota: El registr-o de !3� muestras Provenientes de Tala. .Jal Y 

Puga. Nav. corresPonden a: 1. Sulfitado. 2. Alcalizado. 

3. Clarificado Y 1. Filtrado. 

.•· ' 

¡ 
,l 

l 

1 
' 



::·¡·.•. 
i·· . 

Aisla.iento Bacteriano 

Se obtuvieron 4 ceP.:iS en el Pdmer muestreo, cuyas 

características se enlist.:ln en la Tabla No. 4. 

De acuerdo a las observaciones mi,�roscóPicas la morfologí"a de las 

células fue la siguiente: 

L.� cepa M-1-A presentó una forma de bacilos alargados en cadena. 

Tanto la cepa M-1-A Presentó una forma de bacilos cortos 

disPuestos en pares y la cepa M-1-D presentó morfología 

levaduriforme. Las cat·aderisticas morfométricas se muestran en 

la hbla No. 5. 

DesPuis de realiz.:tr 1.:�. fermentación se aislaron 2 cePas cuvas 

•:aracterfsticas de colonia se muestran en la Tabla No. 6. 

Tanto la cepa JFl ·�omo la .JF2 present<�ron morfolog!a de bacilos 

cortos dispuestos en pares <Tabla No. 7). 
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li,: ¡¡�: ,<::.'�· � ·�llj,. : 

' ��;, ¡: 
------------------------------------------------- --------------------------------------------------------

Forma 

Morfología 

de •X•lonia 

Elevación Borde 

Color 

Di.lmett·o 

de col>Jnia 

( mm ) 

. Consistencia 

----------------------------------------------- - - ------------ --------------------------------------------

hbla No. 4. Características de Colonia de las •:epas aisladas del Muestreo No. l. 

----------------------------------------

Cepa Longitud Ampl i htd 

(um) {um) 

M-1-A 1.5 0.4 

M-1-B 0.4 0.2 

1'1-1-C 0.6 0.3 

1'1-1-D 5.0 3.0 

----------------------------------------

Tabla No. 5. Car"aderi;ti.:.:�s morfométr-icas 

de las células aisladas del 
... . - l . - - .. 1_ .f 



Cepa ' 

·' ' 1 

Morfología 

de cc•lonia 

Elevación 

Colot" 

Borde 

'·' ;, 

Diámetro .Consistencid 
de coloni. 

( mm � 
-------------------------------------------------------------------------------------- --- -------------

\' 
:¡ 1! 

JF1 Cit"culaJ Convexa Entero Crema 0.5 - 1. C: s Cremosa 

1 
,JF2 Circular Convexa Entet·o Blanca 1. O i)' Cremosa 

¡} 
l 

--------. -�--�--------------------------------------------------------------------------1r-----------------
' 

\ 
T<1bla No. 6. Características de colonia de las •:epas aisladas después de la fermentacd� del Jugo de CaÑa. 

:¡, 

'� ' ; ' 

. , ; .;  . ,, ,, ' 

' ', . ' ' 

Cepa 

JF1 

JF2 

Longitud 
i.um) 

0.7 

1.1 

Amplitud 

(um) 

0.3 

0.3 

Tabla No. 7. Características morfométricas 

de las células aisladas del 

.Jugo de CaÑa fermentado. 

' '  

!e 

t 
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En el segundo muestreo se observó una h.:.lmogeneidad de colonias. 

en Cli<lnto a morfologia. color v tamaÑo , Para las cuatro muestras. 

Por lo cual se procedió a tomar las .;.;¡Jonias que estuvieron más 

aisladas en el medio. De aquí que se aislaron 2 cepas cuvas 

caracterfsticas aparecen en la Tabla No. :::. 

La morfologfa celular Para ambas fue la misma consistiendo en 

bacilos cortos disPuestQs en pares unidos Por l•)S extt·emos. o 

solos <Tabla No. 91. 

Por ultimo en el tercer muestre•) se Qbtuviemn 3 cepas cuyas 

características de colonia se muestran en la Tabla No. 10. 

Las 3 cepas mostraron la misma morfologf.3 celul-ar, bacilos cortos 

individuales o dispuestos en pares. con los extremos unidos 

CTabla No. 1U. 

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

los muestreos. resultaron ser anaer6bicas Gram (-) que carecen de 

. -90-
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Cepa 

Forma 

l>a!M-2-A Circular 

:EM-2-B Circular 

Morfologfa 

de colonia 

Elevación 

Convexa 

Convexa 

Color 

Borde 

Entero Blanca 

Entero Crema 

Diámetr-o 

de colonia 

( mm ) , 

1.4 

0.5 

Consistencia 

Cremosa 

Cremosa 

------------------------------------ -------------------------------------------------------------------

Tabla No. 8. Características de colonia de las cepas aisladas del Muestreo No. 2. 

Nota: *Aislada del Jugo Sulfitado 

** Aislada del Jugo Alcalizado 

------- - --------------------------------

Cepa Longitud Amplitud 

(urn) (um) 

M-2-A 0.6 0.3 

M-2-B 0.9 0.3 

----------------------------- -----------

Tabla No. 9. Características morfométricas 

de las células aisladas del 

Muestreo No. 2. 



Cepa 

lEM-3-A 

*lii'I-3-B 

J>:M-3-C 

Forma 

Circular 

Circular 

Circular 

Morfología 
de ·�olc•nia 

Elevación 

Conve:<a 

Conve:<a 

Cconvexa 

Color 

Entero Crema 

Entero Blanca 

Enterü Crema 

Diámetro 
de colonia 

1.0 

1.2 

Consistencia 

Cremosa 

Cremosa 

Cremosa 

------------------- - --------- -- -- ---- ---------------------------------------------. ---------- -------- -----

Tabla No. 10. Características de colonia de las cepas aisladas del Muestreo No. 3. 

Nc·ta: * Aislada del Jugo Sulfitado 

**Aislada del Jugo Alcalizado 

------ ------------------------- ---------

Cepa Longitud Amplitud 
(um) (um> 

M-3-A 0.8 0.4 

1'1-3-B 1.0 0.3 

M-3-C 0.9 0.3 

---------------------------------
i.)\ .', 
\�-
�.;·_ ', 



flagelos por lo tanto no pr-esentaron motilidad, de igual forma no 

presentan actividad hidrolitica de la gelatina. 

La prueba de rojo de metilo presentó resultados negativos en las 

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

La cepa 1'1-1-B presentó un resulhdo negativ') a la prueba del azul 

de metileno, a diferencia del rest•) de hs dr-as. 

En la prueba de reducción de catalasa. se mostró un resultado 

positivo, con excePci.)n de la cepa M-1-B. La producción de indo! 

Y �ido sulfhidricc' fue negativa par.:l todas las cepas (Tabla No. 

13). 

En el ensavo de Toleranda a diversas concentraciones de 

sacarosa. (200, 300 y 400 g/l.l (Tabla No. 14) utilizando las 

cepas 1'1-1-C y 1'1-3-B. se .::lbserv6 un crecimiento máximo de 

10.78 x 10 ES cel/ml a las 48 hrs en una concentración de 200 g/1 

. -93-



-�·· 
-------------------------------------------------------------------------------�--------------------

Cepa Gram Anaerobiosis 

Presenda de 

Flagelos 

���. ' 

Reducción 

>1 

'J} Hidrólisis de 

Ro,jo de Metilo Azul d�J1et ileno Gelatina 

.:f 
-------------------------------------------------------------------------------�----------------------

=\' 
M-1-B + 

;.,;'¡ 
+ .. �,,

-

li1. 
·¡' 
,., 

M-1-C + ·i+ 

r� 
JF1 + + 

,, 
: .. 

JF2 + t. 

(., 
M-2-A + + . : ' 

��. \, 

M-2-B + + 

M-3-A + + 
K. : 

·�· 
M-3-B + 

M-3-C + + 

-------------------------------------------------------- ------------- ----------

T�bla No. 12. Pruebas Bioquímicas para Características de Zymomonas. GrUPo No. 1 

' '  

1" 

' '. f. 

•:' 



Cepa Producción 

Cata lasa Indol 

M-1-B 

M-1-C + 

JF1 + 

JF2 + 

M-2-A + 

M-2-B + 

M-3-A + 

M-3-B + 

H-3-C + 

------- ---------------------------------------

Tabla No. 13. Pruebas Bioqufmicas para 

Caracterización de �_ymomonas. 

Grupo No. 2. 

¡; 



-----------------------------------------------------

Sacarosa 
(g/1) 

200 

300 

400 

Tiempo 
(Hrs) 

24 

32 

48 

72 

24  

32 

48 

72 

24  

32 

48 

72 

Población 

(10 E8 cel/ml) 

M-1-C M-3-B 

9.99 9.96 

8.69 10.64 

10.18 10.77 

10.28 9.92 

8.19 6.44 

7.74 6.87 

8.21 7.89 

8.09 8.28 

6.51 4.65 

6.34 4.42 

7.36 6.37 

8.10 6.04 

-----------------------------------------------------

Tabla No. 14. Densidad pob l.:.: ional de las ceP.as M-t-e 

\' M-:3-B en e 1 2nsayo de tolerand.::¡ a 

' 
,, 

'·' 



Para la ·�eP-:t M-3-B . Utilizando 300 g/1 el cr-ecimiento m.=wor se 

obtuvo en la cepa M-3-B con una poblaci6n de 8.3 x 10 ES cel/ml a 

las 72 hrs. Finalmente l.:¡ cepa M-1-C mostró t.tn crecimientc• de 

8.1 x 10 ES. cellml a las 72 hrs de cultivo <Gráficas Nc•. 1 y 2.1. 

El tercer grupo de pruebas bioqufmic.:¡s p.:wa caraderización 

<Tabla No. 15.1 mostró una gran v.:triedad de datos. Primeramente la 

prueba de crecimientc• en glucosa al 20.0% resultó ser positiva 

para las cepas 11-1-B y M-1-C. mientras Q!J•? el resto no presentó 

crecimiento. a una concentración de 40.0/. no hubo crecimiento. 

La prueba de fructosa presentó resultados positivos para las 

cepas M-1-B. M-1-C. M-2-B. M-3-B y M-3-C, presentando estas tres 

últimas tan solo un crecimiento residual. Las cepas JF1. JF2 Y 

M-2-A no mostraron crecimiento. 

En manito! se presentó un crecimiento positivo en las cepas 

excepto en la M-3-B. 
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GRAFlCA No. 2 

Crecimiento Bacteriano de \a cepa 

2 M-1-C a diferentes concentraciones 

1 
9 

S 

7 

6 

S 

4 

3 

2 

de saca rosa. 

p-,, �---o---- - ----:;�"0 1 .... - - ---
/ 

"'e-- ,.......o------

1 .,/ 
/ �--- ,.,, 

/ 1 
., 

1 1 
1/ 1 

,' 1 

/ 1 
,' 1 

/ 1 1 1 
/ 1 

1 

1 
1 

1 1 
1 

1 

24 32 48 72 

Tiempo (Horas} 

\ 

-- 20 % 

---- 30% 
--- 40•/o 



El crecimiento en sorbitol resultó ser positivo para las cepas 

M-1-c, Jfl, M-2-A y M-3-A. 

El total de las cepas fue caPaz 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 40oC, un 

crecimiento positivo hn sólo en la cePa M-1-C. al igual que a 

60oC pero con un crecimiento residual. 

La toler.;mcia a Cloruro de Sodio mostró ser positiva a 

concentraciones de O. 5 y 1. 04. A 2. 0/. de concentración de esta 

sal sólo las cepas .JF1 v ,Jf2 presentaron crecimiento. 

En la prueba de crecimiento en etanol el total de las cepas 

fueron capaces de crecer a 5.5/.; de igual forma a 7.77. de etanol. 

e�cepto la cepa ,JF2. A diferencia de las anteriores 
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------------------- --------------- --------------------------------------------�------ -----------------------------------

e R E e I M I E N T O !. 

Gluéos�; (!) Frudüsa* Manitol Sorbitol Glicerol Temperatura <oC>* �c1 m Etanol <X> pH 

30 40 60 0.5 1.0 2.0 5.5 7.7 9.9 3.0 6.0 

-------�----------------------------------------�----------------------------------------------------------------------

1-B + + 

1-C + + 

2-A 

2-B +R 

3-A 

3-B +R 

3-c +R 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

+ + 

+ 

+ + 

+ 

+ + + 

+ + + +R + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

---------�-------------------------------------------------------------------

la No. 15. Pruebas Bioqu!micas para Caracterización de Zymomonas. Grupo 3 • 

. ta: R = Crecimiento Residual. 

+ + + + 

+ + + + + 

+ + + + + + 

+ + + + + 

+ + + + 

+ + + + + 

+ + + + 

+ + + + + 

+ + + + 

------------------------------------



,:oncentradones de etanol. el crecimiento fue Positivo dnicamente 

en las cepas M-1-C Y M-3-B. 

Finalmente. la prueba de crecimiento .:¡ diversos pH arroJó los 

siguientes resultados: las cepas JFl. �f2 Y M-2-B presentaron un 

crecimiento positivo en tQdos l•JS casos. Una diferencia notables 

se presentó a pH S.O. las cepas M-1-B Y M-3-C fueron las ánicas 

capaces de cre·�er. 

Una óltima Prueba ·�onfirma.tiva. consistió en observar la 

resistencia .:¡ antibióticos !Tabla No. 16 l. En esta prueba las 

cepas resultaron ser sensibles a AmPid! in,J. Cloramfenicol v 

Tetraciclina. F.n Eri trl)midn.;¡ sólo 1.3 cepa M-t-C presentó 

resistencia. Una gran variación de resistencia se dió en 

Gentamicina. las cepas M-1-C. M-2-B y M-3-A Presentaron 

resistencia. mientras que las cepas .JF1. .JF2. M-2-A, M-3-B Y 

11--3-c Presentaron una resistencia variable. La cepa M-1-B mostró 

ser sensible. La resistencia a Kanamicina fue evidente en la cepa 
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1'1-1-c. variable Par.:� la cepa JF1 Y negativa para el resto de las 

·�epas. 

La sensibilidad a Neomicina fue Po si ti-;'.j en e 1 tohl de las 

cepas, sin embargo la cepa M-1-C mostró c ierta variabilidad en su 

resistencia a este antibi6ticc•. Par.;¡ el caso de la Penicilina 

fueron 3 las cepas que presentaron un.� resistencia variable . 

1'1-1-C; JF1 y JF2. las derflás res1;ltaron ser sensibles . Por últi10 

v M-3-B para StrePtomidna. mientras que las cepas M-1-B. M-2-A. 

1'1-2-B, 11-3-A y H-3-C fueron sensibles. 

Fermentación Alcohólica de las Cepas Aisladas 

Una vez realizadas las prueb.js de c.;rader ización Y habiendo 

determinado que las cePas M-1-C y M-3-B muy posiblemente fueran 

ZVIIIOIIQ!Ia_� se procedió a realizar una prueba de fermentación en 

tubo con dichas cepas . 
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• 

•• 

--· ---��f ,_, . . __ :_ _______________________________________________________ [ _______________________________________ _ 
· . . J 

Cepa �i�Íii11a Cloramfenicol Eritromicina Gentamicina Kanamicina Neomidn� : Penicilina Streptomicina Tetracicl ina 
�i; !! 

. 

-----· --· ------------------------------------------ ------------------�- .,_------------------ -------------- - ----

11-1-B S 

11-1-c S . · 

JFl S 

JF2 ,. 
S 

M-2-A S 

M-2-B 

M-3-A 

M-3-B S 

M-3-c S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 

S 

S 

� �· S S S 

R R R V 

S V V S 

S V S � •J 

S V S S 

S R S S 

S R S � �· 

S V S S 

S V S � �· 

., 
·'�\ 

S S S 
" V V S 1¡' 

j �·· .j:· �l 
V S :�: V lt\ 

�; 

�� V 
·¡ 

V S 

.f .. 
L S S S 
X�� 

��· S S S �· 

i . S S S ' ,;·, ; 
( '/ S V S 

" S S ·��� S 

__
_

_______ _:. __________________________________ _: __________ _ _____________________ i�-----------------------------· 
f' 
·¡; 

Tabla No. 16. Prueba de Resistencia a diversos Antibióticos. Grupo 4. 

Nota: S = Sensible ,¡ 
'J. 

��;· R = Resistente 

V = Con Y sin crecimiento en diversos ensayos 



··� 

La Gráfica No. 3 muestra las curvas de crecimiento de las 2 ce��s 

tratadas. obteni�ndose IJn m.�xim'J de (:redmiento de 1.04 x 10 ES 

cellml en ambas cePas. a las :36 hrs Para la cepa M-1-C v :30 hrs 

para la cepa 1'1-3-B <Tabla No. 17J. 

Primeramente para la cep.� M-1-C el valor má:ümo de azóc3.res 

reductores totales (Gráfica No. 4) se presentó a las 36 hrs de 

fermentación siendo este de 32.13 g/1. (Tabla No. 17) Y de 

19.63 g/1 a las 8 hrs Para la ceP-3 M-:3-B 1. Gr.áf ica No. 5. Tabla 

No. 18). 

La producción de alcohol mostró una gr.�n diferencia entre ambas 

cepas, siendo mavor para la cepa M-:3-B (Gráfica No. 6. Tabla No. 

18) con 45.92 g/1 a las 38 hrs de fermentación y tan se, Jo de 

3.25 g/1 para la cepa 11-1-c a las 24 hrs !.Gráfica No. 7, Tabla 

No. 17>. 
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GIR.AIFUtA No .. 3 

CrrKiirnrr�em:to IBll!llderriiarmo de las M-1-C y 

M-l-B ern en effllstmle> dle ferl!l!'1!etrbt.c.ci6n. 

4 8 U2 8 2B 

Tiiem¡¡» [Horas J 

11-1-C ----

M-3-& --



Cepa Tiempc• 

(Hrs.l 
Azdcares Reductores 

Totales (g/1) 

Población 

UO ES 
ce 1/ml) 

----------------------------------------------------------------------------------�-------------

o 2.90 8.88 

4 4.80 7.00 

8 5.30 12.15 

12 5.80 14.15 

24 8.40 27.07 

28 8.60 27.37 

30 9.50 27.17 

32 9.60 19.50 

34 10.20 28.00 

36 10.40 32w13 

38 10. 10 29.13 

Tabla No. 17. Resultados de crecimiento poblacional, azdcares reductores Y produce 

etanol del ensayo de fermentación para la cepa M-1-c. 

1�'' 
\.: . . , 
�::.· �.0.00 
�· _ ... · 
M�1.37 

:-· ' 

?2.52 

, .. 
· ·  .. 
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G RAF ICA No. 5 

Concentracidn Azúcares Reductores 

Totales. para la cepa M-3-B en 

el ensayo de fermentación. 

� 
12 24 28 30 32 34 36 38 

Tiempo (Horas ) 

_____ _.. ______ -- -�"'-=-:�·-. �� 



�-----:------------------------------------------------------------------------------

Tiempo 
(Hrsl 

o 

4 

8 

12 

24 

Pob laci6n 
l10 E8 
ce 1/rnl.l 

0.'?0 

2.08 

2.20 

2.88 

9.30 

Azúcares Reductores 
Totales (g/1) 

17.50 

19.13 

19.63 

17.75 

5.00 

Producci6 �Etanol 

o .. 

o .. 

o. 

2S 9.17 0.00 2. ;d� .. · .. i!;' . 

30 10.40 2 00 ?4: ' . ' 
. - "�'-· 

l ��' 
32 8.80 2.00 45 .¡� 

tllh � 
34 9. 50 1. 00 39 ·¡_1·· .··.i; .• ,._. 
36 10.40 1.00 431 · .. 

1 _ \1. 
. �·l" 

38 'i.6G 2.00 45.� .. . 
1�� ------------------ ------------------------------------------------------------------ �w:.-------
·�·-lJf 

Tabla No. 18� Resultados de crecirniento.poblacional, azúcares reductores Y producción ��� 

etanol del ensayo de fermentación para la cepa M-3-B. 
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GRAFICA No. 6 

Producción de etanol de ta ceJXl 

M-3-B en el ensayo de fermentación. 
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DISCUSI(Jt 

tllestreos. 

Conforme .a 1.:!. T.�b 1.:� No. :3, se observó una gran variabilidad de 

las temperaturas registradas. Estas caveron dentro de los rangos 

tolerables Para Zvmomonas las cu<1les son de 25 a 40 oC 

tBuch.anan v Gibbons. 1984: Monb?necourt. 1985). 

De igual form.3. los valores de pH abarcaron el rango registrado 

por la literatura Para Zvmomcnas. de 4.0 a 7.0 (Buchanan y 

Gibbons. 1984: Montenecourt. 1985). 

De acuerdo a estos dos parámetros. v aunado a que las fuentes 

fueron a Partir de derivados de caÑa de azdcar. el aislaaiento de 

cepas bacterianas del género Zvmomonas se volvia más confiable. 



,''¡ ' 

Aisla.iento 

Muestreo 1 

La cepa H-1-A se des•:artó por las características discordantes a 

lo referido en la litet·atura. n que consistían en colonias 

grandes de color amad llo y olor des.3gradable, y bacilos de mayor 

tamaÑo a lo citad!J. 

La •:epa H-1-D también fue descartada debido a su morfologfa 

levaduriforme. 

Las cepas M-1-B v M-1-C se •:C!nservaron para su caracterización. 

Con este aislamiento se observó que el jugo de caÑa conten!a una 

población microbiana mixta. Ahora bien. con los cambios obtenidos 

por la fermentadón. las cePas ,JF1 v JF2 pudieron expresar su 

crecimiento. 



Muestreo 2 

El segundo método .;1quf emPlead•) fue de mav•Jr utilidad para el 

aislamiento b.�derian•). va que se evitó otro tipo de crecimiento. 

Se pudo observar que el crecimiento en las muestras no fue IUY 

variable enc•Jntrandose colonias •:on las mismas caractedsticas 

mc•rfol6gicas. 

El Paso de sulfitado se realiB con el obJeto de eliminar la 

flora microbiana Presente en el jugo de caÑa, mientras que la 

alcaliniBci6n se lleva a •:.3bo Para Precipit.:tr los sólidos 

disueltos. Es imPod.;lnte notar que las cepas aisladas sOPortan 

estos dos cambios del proceso de Producción de azácar. 

Muestreo 3 

Las caraderí st icas de colonia Y celulares de las cepas aquí 

aisladas mostt·.;1ron ser similares .3. las obtenidas del Ingenio de 

Tala. De igual forma >:!Sh.s cepas son resistentes a los dos 

Primeros Pasos de 1 proceso de producción de aZJ.Icar. 



Pruebas Bioquimicas de Caracterización 

Buchanan Gibbons en 19�:4 en su Manual de Bergey de 

BacteriolQqfa D·�terminativ.:� menciona que las bacterias del género 

Irmomc•nas son bacilos Gram (-), .'3naerQbios facultativos y en 

algunos •:asQs a.naerobios obli gados . generalmente no presentan 

motilidad. sin embargo cuando esta se manifienta es debido a la 

Presencia de l a 4 flagelos lof6tricos. 

El t.)tal de l:�s c¿pas resultaron ser Gr.�m C.-) presentaron 

crecimiento en condiciones anaer·5bicas y no presentaron flagelos. 

de acuerdo a lo menciondo anteriormente. 

La pr1..1eba del rojo de metilo mostr6 dos variantes. las cepas 

11-1-B y M-3-C Presentaron resultados positivos a diferencia de lo 

referido por Buchar.an v Gibbons en 1974. De igual forma la prrJeba 

de reducción de azul de metileno. en la cepa M-1-B. el resultado 

es discordante .:� lo mencionado a la literatura . Todas las cepas 

Presentaron el patrón negativo de la hidrólisis de gelatina . 



En el seg,lndo grupo de Pruebas bi0t1ufmicas la dnica variación se 

presentó de igtH! forma .�n la cepa M-1-B. la cual no produjo la 

enzima cat.:ll.:!·:;a. esto indie.:� que es ineaPaz de degradar el H202 

producido por su metabolismo. Tanto la Prueba de Producción indo! 

como la de kido sulfhfdrico no presentaron resultado diferentes 

a lo citado. 

El grUPo No. :3 at-ro_i,� re:;ulh.dos de suma imPortancia en cuanto a 

la variación encontr.ada en las distinhs cePas, Buchanan Y 

Gibbons en 1984 mencionan cwe Zvmomonas mobilis es capaz de 

crecer en 20/. de gl!Jcos.� Y su crecimientc• es variable en 40%. En 

base a esto se observó que solamente Lis cePas H-1-B 'f 1'1-1-c. 

Proveniente·; de jugo de ,:.3Ña comerci.;�l. ,:rec ieron en 20l de 

glucosa. En el ens.�YO de crecimiento utlizando las cepas 1'1-1-C y 

1'1-3-B eme fueron cu lt ivas en un medio !lue contenía 400.0 g/1 de 

sacarosa (esbj implica una concentración de glucosa de 

210.5 g/IJ. mostraron crecimiento. la cual indica que 

posiblemente en este caso est�n utilizando la fructosa del 



di s.a·�-� r" ido Para su crecimiento . esto fue parcialmente cOIDProbado 

con l os u.:·� imientos obtenidos ut i 1 izando fructosa como dnica 

fuente de carbono por las cepas tH-B. M-1-C. M-2-B. M-3-B y 

M-3-C (aunque residu.�l en e das r:ílt imas tres), 

l'tmomonas mobilis h-3 sido rePortada como incaPaz de crecer en 

diferente·; fuentes de c.>rbono diferentes a su f•Jente primaria 

(sacarosa ) (Buch.3n.:m Y Gibbons. 1984: Montenecourt. 1985). Los 

resulhd•)S aquí obtenidos muestnn cierta discrepancia: en 

manito! el credmiento he positivo ex•:epto en la cepa t1-3-B. En 

sorbitol las cePas M-1-E:. JF2. M-2-B. M-3-B Y M-:3-C. no mostraron 

crecimiento: en glic•?r,:.l todas l.3.s cePas fueron capaces de 

crecer. AP.:�rentemente las cepas que •:re•::ieron en estas tres 

fuentes de carbono pueden metabolizarlas para su crecimiento. 

El crecimiento reportado por Buchanan Y Gibbons en 1984 es 

positivo a 30oC. variable a 40oC v negativo a 60oC. Esto fue 

confirmado para las cepas aisladas cuyo crecimiento fue positivo 

), ' . 



a :;:ooc, negativo a 40oC con excepción de la cepa M-1-C y negativo 

a 60oC. a esta temPeratun la misma c:�pa presentó tan solo un 

crecimento residual. 

Sin c•Jnocerse aún el origen de la tolerancia a cloruro de sodio. 

Zvmomonas ha sido report.�do como tolerante a concentraciones de 

1.0% inhíbi4nd•ise su ·�redmienbi a ·�oncentraciones mayores. En el 

Presente estudio. e 1 tohl de las cepas aisladas presentaron 

crecimient.:• a C57. v 1.0!. de doruro de sodio en medio rico y en 

2.0'7. sól!J las cepas ,JF1 y ,JF2 Presentaron crecimiento. 

Una de las c.�radedstka; de mavor imP!Jdanda en el metabolismo 

de Zvmomonas E·s 1.3 tolet·ancia a concentraciones elevadas de 

etanol. esto es debido a la comPosición de lfpidos en la membrana 

celular. probablemente una adaPtaeión evolutiva de este género. 

Carev e Ingr,:¡m en 19cr3 rePortaron que en ácido vaccinieo 

representa más del 75i. del total de cadenas acilo de la capa 

polar de la membrana liPidica v quizas este le confiera la 

resistencia. 



las cepas aisladas en el laboratorio. toleraron concentraciones 

de 5.57. Y 7. 7'1. (,;on 1:� ew�pd6n de la cepa JF2 que mostró 

crecimi entc• a 7.7'/J. En 9.97. de etano l solo las cepas 1'1-t-C y 

1'1-3-B presentar•Jn crecimiento. A raíz de este resultado se 

De igual forma que Par.'l cloruro de sodirj se desconoce el origen 

de la tolet·anda .;¡l PH. n:!Port�ndose cTecimiento en un r.ango de 

PH de 3.5 a 7.5. fuer.;¡ del mismo no es caPaz de crecer. Las 

variantes aqui encontr.;¡das fueron JFt. JF2 y M-2-B que crecieron 

a pH 3.0 !.las cuales Presentaron resultados diferentes en las 

pruebas .anteriores), l.as cepas M-1-B v M-3-C toleraron un pH S. O. 

Fina lmente Y como Pr-J.Jeb.3 confirmativa. se real izó e 1 ensayo de 

resistencia .;¡ antibiót ir:: os. Zvmom��s mobi 1i s presenta una 

resistencia a ciertos antibióticos. según varios autores (Wise. 

1983: Buchanan v Gibbons, 1984: Montenecourt. 1985). sin 

conocerse arln e l  origen de esta resistencia. 

t·: :· 



C.:lmc se observa en la Tabla No. 14, para los antibióticos 

AmPid lina. Cloramf enicol. Tetracid ina y Eri tromicina, las cepas 

se mostraron sensibles. tan 9)lo la cePa M-1-G mostró cierta 

tolerancia a estos tres antibiótic,)s con un crecimiento variable. 

Por otn) l.3.do t�ntc; la cepa JF1 como la •:ePa . .JF2 tuvieron el 

mismo patrón p.=tra Penicilina Y Streptomidna. además la cepa 

M-3-B para este dltimo. 

El ens.avo com Kanamicina registró la resistencia de la cepa 11-1-c 

v el crecimiento variable P-3.ra la cepa JF1. Un patrón de 

resistencia mur distinto se Presentó en Gentamicina. Tres cepas 

fueron resistentes. M-1-C. M-2-B Y M-3-A; ,_ft. JF2. H-2-A. 1'1-3-B 

v M-3-C con ':redmienk' vari.able '1 la cepa M-1-B con una 

respuesta sensible. 

Con este ensaYo de resistencia a antibióticos se puede presumir 

que las cepas M-1-C y M-3-B pertenezcan al género lYIOIIOnas de 

acuerdo a lo ci tacto en 1.3 1 iteratura <Buchanan Y Gibbons, 1984; 

Montenecourt. 1985). 



L�s Pru�bas bioquímicas aQui realizadas. sugieren la presencia de 

2 cepas del 9énet·o zYmomc•nas. aisladas de j ugo de caÑa comercial 

<M-1-C} Y del Prc1.ceso de producción de azdcar del Ingenio de Puga 

en Tepic. NaY. <M-3-Bl. 

Fermentación alcohólica de las cepas aisladas 

t!ontenecourt en 1985. menciona QUe la velocidad de 

desdoblamiento;¡ de la rnolé,:ula de sacarosa es m.nor Que el consumo 

de la misma. Los resulta.dos aQUÍ obtenidos muestri\n que la 

presencia de azr:icares reductores se incrementó Paralela��ente al 

crecimiento de Pobladón aunque ambas veloc idades fueron 

diferentes. esto para la cePa M-1-C: por otro lado. en el ensayo 

con la cepa �1..:3-B. los .=wkares reductores totales decaveron a 

Partir de las 8 hrs mientras que la Poblaci6n comenzaba su fase 

exponencial de crecimiento lo que indica que muY Posible��ente la 

cepa estiJviera -�Pr-ovechando los azdcares para su crecimiento. 

/ 



Doelle v Greenfield en 1985 reportan una producción 95.5 g/1 de 

etanol Para la cep.3 Z_�� mobilis ATCC 39676. a partir de una 

ferrnentad6n :�n bakh uti l i zandc, 200.0 g/1 de sacarosa inicial en 

periodo de 32 hrs ,3 35oC. 

la producción de et.:lnol en la cePa �!-1-C mostró niveles muv bajos 

{3.25 qfl) lo que indica que l.:¡s azdcares fueron aProvechados en 

su gran mavoria Para crecimiento de biomasa. 

Un resu l hdo ffillY distinto se observó para la cePa M-3-B. como va 

se indicó d!Jrant e las Primeras 28 hrs aprovechó los azdc<�res 

para su crecimiento y a partir de ese tiempo aparentemente 

empezaron a ser utilizados para la producción de etanol (siendo 

el nivel más alto de 45.92 g/}) v a su vez Para crecimiento hasta 

las 30 hrs. 



COO..USIMS 

1 1, 

Durante el presente estudio se llegó a las siguientes 

conclusicmes: 

1. Los Parámetros registrados en las muestras. Temperatura y pH. 

mostraron ser- .:�c!Jrdes ,;,Jn la 1 iteratura. dando por 

consiguiente la seguridad de que las cepas aisladas a partir 

de tales muestr.::ts fueran del géner,J Zvmomonas. 

2. El jugo de caÑa contenia una Población microbiana mixta 

consistente en bacilos largos v cortos al igual que 

organismos levaduri formes . 

3. El método descrito por Rodríguez y Callieri en 1985 resultó 

ser el más efectivo para el aislamiento bacteriano ya que se 

evitó el crecimiento de otro tipo de microorganismos. 



4, La población bacteriana aislada en su mayoría no presentó 

resultad•Js positivos en las pruebas bioqufmicas indicando a si 

la presencia de bacterias ajenas al género Zymomonas, que 

podri-:m estar interfidendo en el rendimiento de la 

producci6n et.an61 ic.'j, 

5. Las cePas .;�isl.adas f1Jen:m caPaces de mehbolizar fuentes de 

carbono alternas a la glucosa. 

6. La razón de que 1.;; ce1H M-1-C t·esista temPeraturas de 40oC o 

mavores (60oC) la h.;�ce más tolerable a concentraciones altas 

de etanol . 

7. Las cepas M-1-C v M-3-B mostraron resultados positivos en la 

mayoria de las pruebas bioqufmicas de caracterización para 

Zymomonas. esto sienta bases firmes para suponer que ambas 

caen dent ro de este género. 



8. LIM caracteristica de suma importancia de las cepas 1'1-1-C y 

�1-3-B fue la t.:ilerancia a 9.9% de etanol. esto indica que si 

ambas cepas son caNees de seportar esta concentración en el 

medio. en un proceso fermentativo podr!a existir la producción 

de etanol hasta este nivel !99.0 g/ll. 

9. las condiciones de crecimiento empleadas para las cepas aquf 

aisladas. fueron las oPtimizadas por Doelle y Greenfield en 

19S5b Para una cePa mejorada en lab•)ratorio. lo que implica 

que estas cePas nativas pueden alcanzar niveles altos de 

Producd6n oPtimizando sus condidones de cultivo. 

10. En el ensavo de fermentadón con l.as cepas M-1-C y M-3-B 

se alcanBron ni veles de producüjn de 45.92 g/1 de etanol 

para la cepa M-3-B y 3.25 para la cepa 11-1-C:. 

11. Los az(ic.ares f1Jeron aprovechados para crecimiento Y 

producción de etanol aunque este en mínimas cantidades para 

I a cepa 11-1-c. 



P En la cepa M-3-B los az(lcares fueron aprovechados en las 

primeras 28 hrs p.;;¡ra su crecimiento poblac i onal y apartir de 

entonces la pr-oducción de et.:mol se incrementa hasta alcanzar 

niveles de 45.92 g/1 .3 las 38 hrs. 

13. Las ,�eP.3.S M-1-C v M-3-B aisladas de jugo de caiiia comercial Y 

del Ingenio de Puga. respectivamente, muy probablemente 

pertenezc.3.n .:.11 género Zymornonas. tal hndo por realizarse 

pruebas confirmativas para su caraderización. 
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Estimado Dr. Astengo Osuna: 

Guadalajara, Jal; Diciembre 14 de 1987 

Por este medio comunico a usted que la srita. Antonia Gutiérrez Mora, pasante 
de la Licenciatura en Biología, 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 CAÑA, realizado en el CENTRO DE 
INVESTIGACION Y ASISTENCIA EN TECNOLOGIA Y DISEÑO DEL ESTADO DE JALISCO, A.C. 

Así mismo 1� informo que he revisado el manuscrito de la tesis y considero 
que cumple con los requisitos establecidos por la facultad y lo presentamos 
a consideración. 

Sin más por el momento, aprovecho la ocasión para enviarle un cordial saludo. 

ATENTA M ENTE 

García. 


