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I N T R o D u e e I o N 



1.0 INTRODUCCION 

Los.seres vivos requieren ingerir en su dieta nor

mal sustancias como carbohidratos, lípidos, proteínas, 

vi tam.inas y minerales. Todas estas sustancias son ne ce 

sarias e importantes para las diversas funciones que d~ 

sempeñan estos sistemas. Entre las sustancias requeri

das, sobresalen las proteínas por tener parte esencial 

en la estructura y funci6n biol6gica y adem~s, porgue -

la disponibilidad de proteínas de alto valor nutritivo 

es menor que la de los carbohidratos y lípidos (1-5). 

Esta menor disponibilidad de proteínas es m§s crítica 

en los países en desarrollo debido al elevado índice de 

c~ecimiento demográfico y al precario desarrollo tecno-

16gico que presentan; pero, sobre todo, a las formas de 

distribución y comercialización y al bajo poder adquis~ 

tivo de sus habitantes (4-7). 

Mundialmente se consumen varios millones de tanela 

das de cereales, de los cuales el 50% corresponde al 

trigo (8) . 

En la tabla I, se pueden apreciar las cantidades 

relativas de cereales destinados al consumo humano y al 

consumo animal, así corno las diferencias en el consumo 

entre países industrializados y pa!ses en desarrollo. 



- - - -· 
TABLA l. CONSUMO ESTIMADO DE CEREALES EN LOS PAISES RICOS Y POBRES 

(Millones de Toneladas) 

PAISES 1970 1980 1990ª 

INDUSTRIALIZADOS 

ALIMENTACION HUMANA 160. 9 163 .1 164.6 

ALIMENTl\CJON ANIMAL 371. 5 467.9 565.7 

TOTAL 532.4 631. o 730.3 

TERCER MUNDO 

ALIMENTACION HUMANA 467.8 609.B 772.5 

ALIMENTACION ANIMAL 50.9 99.6 163. 3 

TOTAL 518.7 709.4 935.8 

TOTAL MUNDIAL 

ALIMENTACION HUMANA 628.7 772.9 937.1 

ALIMENTACION ANIMAL 422.4 567.5 729.9 

TOTAL 1051.1 1340.4 1666 .1 

a . 
Volumen estimado ( 14) • 
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En México, la mayor parte de la proteína consumida 

proviene del maíz y del frijol (9). Esto es un problema 

ya que estos productos agr!colas de mayor consumo en M6-

xico son deficientes en uno o m~s aminoácidos esenciales. 

El número de aminoácidos esenciales var!a con cada espe

cie, para el ser humano son 9: isoleucina, leucina, lis! 

na, metionina, valina, fenilalanina, tript6fano, treoni

.na y arginina ( 10) . 

La carencia de estos aminoácidos en la dieta causa 

malnutrición y enfermedades. Una enfermedad severa es 

el "Kwashiorkor" causado por una deficiencia de lisina 

en la dieta. Los cereales y vegetales son invariableme~ 

.te deficientes en uno o ~~s arnino~cidos esenciales, la 

mayor necesidad de aminoácidos para disminuir las defi

ciencias en la alimentación son de lisin~, metionina, 

treonina y tript6fano (11). Cuando el trigo es la mayor 

fuente de proteína en la dieta, es necesaria la adici6n 

de lisina para mantener el equilibrio. Similarmente, p~ 

ra una dieta basada en maíz, se requiere de tript6fano, 

lisina y treonina; para una dieta con base en raíces y 

vegetales, es necesario añadir metionina, lisina y trip

t6fano y para una en base al frijol se necesita añadir 

metionina y tript6fano (12,13). 
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1.1 FORMAS TRADICIONALES DE PRODUCCION DE PROTEINA 

Los alimentos proteicos se obtienen generalmente ~ 

diante prácticas tradicionales como la agr!cultura, la 

ganadería y la explotación de los recursos marinos. Es

tas formas tradicionales presentan características pro

pias en cada país, en cuanto a productividad. En algu

nos paf ses o regiones se presenta una buena productivi

dad agrícola, ganadera y una buena explotación de espe

cies marinas asociadas a un bajo índice de población. No 

sucede lo mismo en los países en desarrollo que son, en 

general, agrícolas y con un 50 a 80% de su población en 

áreas rurales (14,15). En muchos de estos países la re

lación área cultivable/población es inferior a media hec 

tárea por persona (16). 

Los paf ses industrializados apoyados en su desarro

llo econ6rnico y técnico han aplicado su~ esfuerzos a las 

formas tradicionales de producción de alimentos logrando 

productividades y rendimientos altos, a veces espectacu

lares. Pero, aün cuando la aplicación de técnicas moder 

nas en la producción de alimentos hayan mejorado y aumen 

tado los rendimientos, al aplicarse en los países subde

sarrollados no siempre producen los efectos esperados, 

lo que en gran parte se debe al alto consumo de energía 
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que presentan los cultivos t cnificados (17), a la menor 

disponibilidad de agua y a la falta de semil 1 as mejora

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

Otras condiciones limitantes que afectan a las for

mas tradicionales de producción de prote!na en los paí

ses en desarrollo se refieren principalmente al espacio 

disponible para la producci6n de granos y forrajes y pa

ra el pastoreo (16,18,19,22); al clima, en lo que respe~ 

ta a la precipitaci6n pluvial y a la orografía (19); a 

las plagas de insectos, bacte:::-ias y hongos; al uso res

tringido de los fertilizantes (16,20,21); a la baja efi

ciencia de conversi6n de proteína vegetal a proteína ani 

mal en la producción de carne (8,14,23) y a la falta de 

embarcaciones con capacidad adecuada de pesca a nivel co 

mercial (19). 

1. 2 ALTERNATIVAS PARA LP. PRODUCCION DE PROTEINA 

De acuerdo a los datos esbozados anteriormente re

sulta necesaria la búsqueda de otras fuentes de proteína 

no convencionales (24,25) que ayuden a mejorar la produ~ 

ci6n tradicional de alimentos proteicos, sin competir 

por el área cultivable de que se dispone. 
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Tales fuentes podrían ser, la obtenci6n de proteína 

foliar y la obtenci6n de proteína unicelular (25). 

Producci6n de protefna foliar. Se ha intentado la 

extracci6n de proteína a partir del jugo de alfalfa (26, 

27); este tipo de obtención de proteína no se ha extendi 

do a causa de los problemas que presentan los compuestos 

indeseables contenidos en las hojas, sin embargo, es po

sible que a mediano plazo se pueda obtener la proteína 

proveniente de plantas cultivadas ya que, en la mayoría 

de los casos lo utilizable para el consumo humano repre

senta un porcentaje bajo en relaci6n a la planta total 

( 2 8) • 

Producción de proteína unicelular. La producci6n 

de proteína microbiana o proteína unicelular (SCP~ cons

tituye una fuente de producción de proteína con mucho p~ 

tencial, ya que se pueden producir a partir de desechos 

que tienen un bajo valor nutritivo, tanto para el hombre 

como para los animales; además, tales desechos al acumu

larse pueden ocasjonar problemas de contaminaci6n. 

El término 11 PROTEINA UNICELULAR" se refiere a la 

biomasa rni.crobiana rica en proteína, ya sea para consumo 

humano o animal, proveniente de organismos unicelulares 

( 2 5) • 
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De hecho desde hace mucho tiempo, hongos, levaduras 

~ algas se han empleado como alimento humano directamen

te o en alimentos fermentados (8). Sin embargo, la pro

teína unicelular no parece ser fácilmente util¡zable en 

forma directa por el hombre, por lo menos no en un futu

ro cercano por las razones gue se mencionarán m§s adelan 

te (pag. 10) (29,30); pero puede ser empleada en las die 

tas de animales monogástricos y rumiantes (29,31), dest~ 

nadas al aprovisionamiento de carne, de tal forma gue 

disminuya la cantidad de granos que actualmente se desti 

na a la alimentación de qanado. 

En la actualidad se ha intentado la producci6n de 

proteína unicelular empleando diversos sustratos como 

bi6xido de carbono (co2), melazas, desechos de licor de 

sulfito proveniente del pulpeo de la madera, suero de l~ 

che, granos, casava, deséchos de papa, desperdicios de 

madera, papel, bagazos, ~áscaras o vainas, esti~rcol, 

·n-alcanos, metanol y metano. En general, cualquier des~ 

cho o material biodegradable puede ser considerado como 

un sustrato potencialmente transformable a Biomasa. 

Entre los microorqanismos empleados para este fin, 

se incluyen varios g~neros de algas, levaduras, bacte

rias y hongos, cuyo potencial como fuentes de proteína 

se basa fundamentalmente en las características gue pre-
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senta su crecimiento en rredios de cultivo·relativamente 

simples, por ejemplo: 

a) Su crecimíento no requie.re de grandes espqcios y 

no le afectan directamente los cambios rápidos 

de clima. Se puede obtener una gran población 

de microorganismos en tubo de ensayo, en matraz 

o en fermentador en cualquier estación del año 

(.24 ,25 '31). 

b) Presentan tiempos de duplicación de su masa cel~ 

lar más cortos que los tiempos de duplicaci6n de 

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

e) Tienen un mayor contenido de proteína del 30 al 

80% segan el tipo de microorganismo, comparado 

con otros productos vegetales o animales (8,32, 

37) • 

d) La calidad de la prote!na es buena ya que prese~ 

tan perfiles adecuados de aminoácidos esenciales 

y en muchos casos, superiores a los est~ndares 

de 1 a F . A • O • ( 7 , 2 9 , 3 O ) • 

e) Tienen la capacidad para uti~izar prácticamente 

cualquier sustrato orgánico como fuente de carbo 

no (33-47,89). 



- - - - -
TABLA rr. COMPARACION DE LOS TIEMPOS DE DUPLICACION 

DE BIOMASA DE ALGUNOS ORGANISMOS 

BACTERIAS Y LEVADURAS 
10 a 120 min. 

HONGOS Y ALGAS 2 a 

VE GE'l')"'·~s ,ir·::~,,:;.,,~.!.f~<~:~"1.~?-~;;~2~;~:~ª".' ... -"~:4 -"'··- ' ..... ,• 
POLLOS " 
PORCINOS 4 a 6 " 
BOVINOS 1 a 2 me ses 

HUMANOS '2:. 4 a 6 " 



TABLA II. COMPARACION DE LOS TIEMPOS DE DUPLICACION 

DE BIOMASA DE ALGUNOS ORGANISMOS 

BACTERIAS y LEVADURAS 10 a 120 rnin. 

HONGOS Y ALGAS 2 a 6 hrs. 

VEGETALES 1 a 2 sern. 

POLLOS. 2 a 4 11 

PORCINOS 4 a 6 11 

BOVINOS 1 a 2 meses 

HUMANOS '2·. 4 a 6 11 
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Por otro-lado, los microorganismos también presen-

tan desventajas, entre ~stas están: su toxicidad y pato

genici...iad, ya sea por sr mismos o por los productos gue 

excretan en el medio de crecimiento: la presencia de una 

pared celular resistente gue dificulta, en algunos casos, 

la completa digestión de la proteína; un contenido alto 

de ácidos nucléicos sobre todo si se tienen microorgani~ 

mos con gran velocidad de crecimiento (29,30). Asimismo, 

la poca aceptabilidad por consumidores humanos como con

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

Actualmente existen técnicas que pueden producir el 

alto contenido de ácidos nucléicos de la prote1na unice

,lular, de tal modo que ésta pueda ser utilizada con mayor 

seguridad, incluso por humanos (48-51). 

En cuando a los procesos de fermentación en desarro 

llo o ya desarrollados para obtener proteína a partir de 

derivados del ~etr6leo (32,37,38,52a55,B7), de metanol 

( 32 ,36 ,56 a 58), de licores sulffticos (59) y melaza de -

caña (60) son procesos considerados corno de alta tecnolo 

ffa. Dichos procesos requieren de una gran inversión de 

capital; instalaciones estratégicamente ubicadas; gran

des insumos de energía; personal calificado y un mercado 

que consuma la producci6n, generalmente mayor de 100,000 
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toneladas/año (32,46). Los países en desarrollo difícil 

mente podría adoptar este tipo de procesos ya que, aún 

cuando dispongan de la materia prima, carecen de la in

fraestructura completa para realizarlos. Es por eso que 

se ha intensificado la investigaci6n dirigida al diseño 

de procesos para producción de proteína unicelular (24, 

25,31,57,58), acordes a los recursos y necesidades de 

los países no desarrollados. 

1.3 UTILIZACION DE DESECHOS AGROINDUSTRIALES 

La mayoría de los países en-desarrollo cuentan con 

abundantes materiales lignocelulósicos de desecho, con 

gran potencial para ser empleados como fuente- renovable 

de alimentos proteicos para~consumo animal. 

En estos materiales, la celulosa no se presenta en 

forma pura, ya que normalmente se le encuentra formando 

complejos resistentes de celulosa y lignina. Esto, aun~ 

do a la presencia de zonas cristalinas en la misma molé

cula de celulosa hacen que sea prácticamente insoluble 

(61,62,67), raz6n por la cual, ia biodegradación de la -

celulosa en la naturaleza, por microorganismos capaces de 

producir enzimas celulolfticas,es lenta (63,64,71). Los 

complejos de celulosa y lignina están asociados a otros 
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compuestos vegetales, principalrnen te hemicelulosas ( 62) ; 

la capacidad celulolftica de los microorganismos se man~ 

fiesta despu~s de la degradación de los materiales más 

susceptibles y despu~s de un perfodo de inducción del 

sistema enzimático celulolftico (70,72,73). 

Para la utilización de los materiales lignocelulósi

cos sin pretratamiento ffsico o qufmico, es necesario 

contar con microorganismos que tengan un sistema enzimá

tico completo y eficiente. Desde este punto de vista, e~ 

tre los microorganismos más estudiados se encuentran al

gunos hongos (7,42 a45,88,90,92), algunas levaduras (12, 

23,39,56,65,81,85) y bacterias (40,41,65,69,70,72 a 79, 

94); aún cuando el mecanismo de acción enzimática en es

tas últimas no ha sido tan estudiado como en hongos (63, 

71,90), en la mayorfa de los estudios realizados con el 

fin de efectuar la conversión de materiales lignocelul6-

sicos a biornasa se han usado cultivos puros. 

En la naturaleza, la degradación de materiale~ ligno

celul6sicos se lleva a cabo lentamente, con el concurso 

de la actividad de varios tipos de microorganismos, ya 

sea simultáneamente o en forma secuencial; es decir, 

los microorganismos en la naturaleza no funcionan corno 

cultivos puros, por lo que es lógico pensar ·en la posib~ 
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lidad de acelerar la conversión de los desechos lignoce

lul6sicos a biomasa, mediante la uLilización de sistemas 

microbianos mixtJs. 

Los sistemas mixtos pueden ser asociaciones: levadu

ra-hongo, levadura-bacteria, bacteria-hongo, o bacteria

bacteria, levadura-levadura, etc.; sin embargo, los siste 

mas microbianos mixtos que más se han explorado en la 

conversión de desechos lignocelul6sicos a biomasa son 

los formados por bacterias; ~stos fueron más efectivos 

que los sistemas de un solo microorganismo celulolítico 

(40,66,79,80 a 82). Un ejemplo de (!!sto se encuentra en -

el trabajo reportado por Han, quien empleó un sistema 

,mixto formado por una cepa celulolítica de Cellulomonas 

sp., y una no celulolítica, pero capaz de consumir celo

biosa, Alcalicienes fecalis. La mezcla de estas dos bac

terias al ser crecidas en un sustrato celulósico presen

tó un mejor crecimiento que la cepa celulolítica sola 

(82). En los trabajos del grupo de la Universidad de 

Louisiana, se reportan resultados similares al usar una 

cepa bacteriana de Cellulomonas sp., con una levadura, 

para degradar el bagacillo de caña sometido previamente 

a tratamiento químico (66}. Existen otros ejemplos de -

sistemas mixtos reportados, donde los resultados son si

rnilare s a los anteriores ( 40, 79, 81) . 
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Todo ésto lleva a considerar que el estado actual de 

la utilización de los desechos agroindustriales requiere 

de una mayor in11estigaci6n que promueva y apoye el desa

rrollo de nuevos enfoques en la conversi6n de estos mate 

riales a proteína microbiana de alto valor nutritivo. 

1.4 EL BAGACILLO DE CAílA DE AZUCAR COMO SUSTRATO 

LIGNOCELULOSICO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA 

MICROBIANA. 

M~xico cuenta con una gran cantidad de desechos agro 

industriales y urbanos. Entre los más importantes se en 

cuentran el bagacillo de caña de azúcar y la pulpa de he 

nequén (67,68), los cuales son subproductos d~ indus

~rias ya establecidas;· ·por lo que son abundantes y fá

cilmente disponibles. 

Se conoce como baqacillo o rrédula a la porción no f~ 

brosa predominantemente constituida por células parenqu~ 

mátosas y que resulta. del proceso de extracci6n del jugo 

de caña de azúcar y durante la fabricación de papel a 

partir de bagazo de caña. 

La disponibilidad del bagazo de caña de azacar a ni

vel mundial se ha calculado en m~s de 104 millones de to 

nelad.:is anuales y constituyen aproximadamente e 1 45 % de la 
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caña seca (62,67). 

En nuestro pa!s se producen anualmente cerca de 30 

millones de toneladas de caña de azúcar, que a su vez 

producen 12,5 millones de toneladas de bagazo, cuyo con

tenido en celulosa es del 51% aproximadamente, es decir, 

si se mantiene el nivel de producción de la caña de azú

car se dispondría, en cada ciclo anual, de casi 7 millo

nes de toneladas de celulosa, de las cuales unos 3 ~illo 

nes estarían contenidas en el bagacillo (67). 

En la tabla III se muestra la composici6n relativa 

del bagazo de caña de azGcar. 

Entre los materiales celul6sicos de desecho que se 

han estudiado, los mayores esfuerzos de investigación y 

desarrollo se han centratlo en el bagacillo de caña (41, 

62,63,66). Sin embargo, todavía.no existen procesos a 

gran escala que utilicen dicho sustrato como fuente de 

carbono, debido a que requiere de un pretratamiento fisi 

co y/o qu!mico para que la celulosa sea convertida ade

cuadamente a protefna unicelular (41,60,61,65,71); aun

que los pretratamientos son técnicamente factibles a la 

fecha no han demostrato ser econ6micamente viables (67), 

pues son costosos y de operación compleja. 
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TABLA III 

COMPOSICION RELATIVA DEL BAGAZO Y BAGACILLO DE CA~A DE 

AZUCAR. 

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

CELULOSA 46.00 56.60 55 .40 

HEMICELUI.OSA* 24.50 26. 11 29.30 

GRASAS Y CERAS 3.45 2.25 3.55 

CENIZA 2.40 1.30. 3.02 

LIGNINA 19.95 19 .15 22.30 

SILICIO 2.00 0.46 2.42 

* Se incluyen Arabanos, Galactenos y Xi lanas. 

REFERENCIA (75) . 
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A mediano plazo es factible que se puedan desarro

llar tecnol6gicamente los procesos de producción de pro

teína uni~elular a partir de materiales lignocelulósicos 

de desecho que contemplan el uso de tecnología menos com 

pleja y sobre todo que la producción esté dirigida a sa

tisfacer la demanda de un mercado interno regional (42, 

46); más aún, a corto plazo se podrían desarrollar proc~ 

sos de enriquecimiento proteico de estos materiales por 

fermentaci6n,para que puedan ser empleados como forrajes 

mejorados (23,43;54 ,60,61), sin tener que utilizar proc~ 

sos de separaci6n de la biomasa y el sustrato residual. 

Estas consideraciones hacen importante el estudiar 

el bagacillo de caña de azúcar como modelo de sustrato · 

lignocelul6sico para la producción de biomasa microbiana, 

de tal forma que se aumente el contenido de proteína y, 

por lo tanto, el valor nutritivo del bagacillo sin haber 

lo tratado previamente. Por otro lado, debido a que al 

utilizar sistemas microbianos mixtos, se ha visto que a~ 

menta la degradación de desechos celul6sicos, es razona

ble pensar que, utilizando sistemas de este tipo, se po

dría degradar mejor el bagacillo nativo, es decir, el ba 

gacilla sin pretratamiento químico y/o físico. 

De acuerdo a los reportes, los sistemas mixtos que 
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se han probado han sido construídos "artificialmente". 

La eficiencia relativa de tales sistemas justifica la 

büsgueda de asocia~iones mixtas naturales de microorga

nismos adaptados a las regiones o habitats donde el dese 

cho es producido y acumulado. 

Por todo lo antes expuesto, el objetivo de este tra

bajo se centra en el aislamiento y caracterizaci6n de 

sistemas mixtos bacterianps que degraden eficientemente 

el bagacillo de cafia de azocar nativo, sin que éste sea 

sometido a ning1ln pretratamiento ni físico ni qu1rnico. 
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2.0 MATERIALES Y METODOS 

2.1 MEDIOS DE CULTIVO 

Para el aislamiento de microorganismos se empleó un 

medio de cultivo similar al reportado por Han y Sriniva

san !83), el cual es un medio mínimo que fue denomina

do "F" y que contiene: 

( % ) 

(NH4 ) 2so4 0.01 

MgS04 .7H2o 0.017 

KH 2 Po4 o.os 

K2HP04 
o.os 

CaC1 2 0.01 

NaCl 0.6 

El·pH del medio se ajust6 a 6.8, posteriormente se. 

esteriliz6 a 24 lbs. de presión y 11SºC durante 30 minu

tos. El CaC1 2 se disolvi6 por separado y se adicion6 

después de esterilizado. 

Para el crecimiento de los microorganismos se em

ple6 el mismo medio "F", pero suplementado con O .05% de 

extracto de levadu::::a, al cual se le denomin6 "FS". En 

la preparación de in6culo y conservación de las cepas 
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aisladas se emplearon los medios denominados "Z" y "MC". 

El medio "MC" es un medio rico para bacterias que 

contiene: 

'( % ) 

Extracto de levadura 
(Difco) 1.0 

Glucosa (Difco) 2.0 

Peptona (Difco) 2,0 

El pH del medio se ajust6 a 6.8 y posteriormente se 

esteriliz6 a llSºC durante 30 minutos. Para preparar me 

dio s6lido se agreg6 2% de agar. 

El medio de cultivo "Z" es. una modificación del re-

portado por Han y Srinivasan (83) consistente en: 

( % ) 

. (NH
4

)
2

so
4 0.1 

MgS0
4

• 7H2 o 0.017 

KH
2

Po
4 

o.os 

K
2

HP0
4 

o.os 

Cacl2 
0.01 

NaCl 0.6 

Extracto de levadura 
(Difco) 0,3 .. 
Glucosa o.s 
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El pH del roodio se ajust6 a 6.8 y se esteriliz6 a 

115 ºC durante 30 minutos. Para preparar el medio se5lido 

se agreg6 2% de agar (Difco) , 

En los ensayos de caracterizaci5n se emplearon los 

siguientes roodios: 

Caldo Nutritivo (CN): 

Extracto de carne 

Peptona 

pH final 

Ge losa Nut:riti va ( GN) : · 

% ) 

o. 3, 

0.5 

7.0 a 7.2 

Contiene lo mismo que el caldo nutritivo rn~s 

1.5% de agar. 

Gelatina Nutritiva ( GelN) : 

De igual composición que el caldo ·nutritivo 

m~s 12% de gelatina. 
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Agar Alrnid6n (AA) : 

( % ) 

Triptona o.i 
Extracto de levadura 0.1 

K2HP04 o.os 

· Alrnid6n soluble 0.03 

Agar 1.5 

El alrnid0n se solubiliz6 por separado calentándolo. 

Caldo Peptonado (CP) : 

Proteosa-peptosa 
(Di feo) 

Glucosa 

Caldo Tript6fano {CT) : 

Triptona en agua 

( . % ) 

0,5 

0.5 

o .. s 

1.0% 

Durante la caracterizaci6n se emplearon las siguie~ 

te~·soluciones: 

Lugol: 

Yodo 

Yoduro de potasio 

( % ) 

s.o 
10.0 



Soluci6n de Cloruro Mercúrico ácido: 

HgC12 

HCl concentrado 

Agua destilada 

( % 

15 

20 

100 ml . 
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Soluci6n indicadora de Rojo de Metilo al 0.02% en -

etanol al 60%. 

Solución de KOH al 40% en agua. 

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

2.2 AISLAMIENTO Y SELECCION DE MICROORGANISMOS 

El aislamiento de los microorganismos celulolíticos 

se efectuó de la siguiente manera: 

Al lll(2dio salino "F" se le adicionó papel filtro ti

po Whattman No. 2, parcialmente molido al 1% P/V, como 

Gnica fuente de carbono. El pH del lll(2dio fue ajustado a 

6.5, varios matraces con 100 ml de este medio fueron ino 

culadas con muestras de bagacillo seco o suelo de ingenio 

azucarero y se incubaron a 37ºC con agitación de 200 rpm. 

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

que se inocularon tubos c1e ensayo con solución de medio 

"F". A éstos tubos se les sustituyó el tap6n de plásti

co por otro de gasa y algodón al que se les adaptó una 

tira de papel filtro (Whattman No. 2) con uno de sus ex

tremos sumergido en el medio, se incubaron a 37°C con 

agitación a 200 rpm. 

2.3 SEPARACION DEL COMPLEJO BIOMASA-SUSTRATO 

Muestras tomadas de 5 a 7 ml, fueron centrifugadas 

a l, 000 rpm durante 3 minutos, después de recuperado el 

sobrenadante, el paquete, compuesto por el sustrato resi 

dual ~ la biornasa~ fue lavado con solución isotónica de 

NaCl, aforando cada vez al volumen inicial y posterior

mente centrifugado hasta tener densidades ópticas meno

res de 0.1 de absorbancia en el último sobrenadante. 

Los sobrenadantes así obtenidos, fueron filtrados 

en membranas millipore de 14 pm, y se leyó su densidad -

6ptica a 540 nm, antes y después de filtrar,. para medir 

la biomasa. La densidad óptica total a un tiempo dado -

de fermentación, se obtuvo sumando la densidad óptica de 

todos los sobrenadantes filtrados y restando en cada ca

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

Estas pruebas se basaron principalmente en la obseE 

vaci6n de los caracteres morfol6gicos y de cultivo, as! 

corno en pruebas bioquímicas y utilización de diferentes 

fuentes de carbono. 

2.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS 

La observación de estos caracteres se efectu6 me

diante roicrograf!as, tinci6n de Gram, tinci5n de cSpsula y 

tinci6n de esporas de acuerdo a los siguientes procedi

mientos: 

La tinci6n de Gram se efectu6 de acuerdo a las téc

nicas reportadas en los diversos manuales de microbiología 

(93). Adern~s,se ernple6 la técnica consistente en colocar 

una gota de soluci6n de KOH al 3% en un porta-objetos, 

donde se emulsiona un poco de la colonia problema em

pleando una asa de siembra; si al separar el asa de la 

emulsi6n se forma un filamento viscoso la prueba es pos~ 

tiva y se trata de un microorganismo Gram negativo, si 

no se forma el filamento viscoso la prueba es negativa 

y corresponde a un microorganismo Grarn positivo (84). 

La tinci6n de esporas se efectu6 mediante el m~todo 
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de Wirtz modificado por Bartholomew y Mitter (93) que a 

continuación se describe: un frotis de cultivo problema 

se fija a1 calor; se cubre el frotis con un pedazo de p~ 

pel filtro y se le impregna hasta sat uraci6n con verde -

malaquita. Se calienta sobre una placa, para que el co

lorante actúe durante 10 minutos manteniendo en todo mo

mento la saturaci6n del colorante. Posteriormente se la 

va durante 30 segundos con agua corriente. El siguiente 

paso consiste en tefiir el frotis con un colorante de con 

traste como mercurocromo o fucsina fenicada, durante un 

minuto. Se lava con agua corriente y el exceso de hume

dad se quita con papel filtro. Finalmente se deja secar 

al aire, una vez seco se observa el frotis al microsco

pio con obj~tivo de inmersión. Las esporas se tiñen de 

color verde pálido, el resto de la célula se tiñe de ro

jo o rosa. 

La presenc::ia de cápsulas se detectó mediante la ti~ 

ción de un frotis tratando con una solución diluida de 

tinta china y secado a temperatura ambiente. (93). Las cáe_ 

sulas se ven blanquecinas al microscopio. Además, se em

pleó el método de Dorner para tinción de cápsulas, para 

el cual se preparó un frotis sin secar al calor y se tr~ 

t6 con fucsina fenicada durante dos minutos. Después de 

este tiempo se lavó con un mínimo de agua y se dej6 secar 
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al aire·, una vez seco se extendió sobre el frotis una g~ 

t~ de nigrosina saturada y se dej6 secar al aire. Al ob 

servar al microscopio con objetivo de inmersi6n la cáps~ 

la aparece sin teñir en tanto gue la c~lula se tiñe de 

color rojo. 

2.6 CARACTERISTICAS DE CULTIVO 

En los medios "CN 11
, "MC" y "Z" líquidos, se inocul~ 

ron las cepas para determinar su crecimiento superficial, 

turbidez y sedimento. En los medios "GN" '· "MC", "Z" y 

"AA" s6lidos, se observaron las características de las 

colonias como forma, color, elevación, textura, etc. En 

tubos con medio "GN" e inoculados por picadura se obset

v6 la movilidad y el .tipo de agrupación de las colonias. 

La movilidad tambi~n se observó directamente a través 

del microscopio 6ptico. 

2.7 CARACTERISTICAS BIOQU!MICAS 

Se llevaron a cabo las siguient~s pruebas: 

Hidrólisis de almidón. Varias placas de medio "AA" 

fueron inoculadas por picadura central y por estrf as cort~ 

das en los extremos, se incubaron a 35 ºC durante 48 horas. 

Una vez transcurrido este tiempo se cubrió la superficie 



de la caja con lugol. Las cepas que formaron un halo 

claro, hidrolizaron almidón. 

• 2 8 

Reducción de Nitratos. Se inocularon tubos con me

dio "GN" más 0.1% de KNo3 y se incubaron a 22ºC de 2 a 5 

días. Al final se añadió un mililitro de ácido sulfanr

lico al 0.8% en ácido acético y 5 gotas de Dirnetil-alfa 

naftil-arnina al 0.5% en ácido acético. La coloración ro 

ja o parda café indic6 la presencia de nitritos. 

Prueba de Rojo de Metilo. Se inocularon tubos con 

caldo peptonado y se incubaron a 35ºC, durante 5 días; 

al final se añadieron 5 qotas de solución indicadora de 

rojo de metilo. Un color rojo indicó que la prueba fue 

positiva, el color amarillo correspondió a una prueba ne 

gativa y el color naranja a un resultado dudoso. 

Prueba de Voges-Proskauer. Se inocularon tubos con 

caldo peptonado y se incubaron a 35ºC, durante 48 horas; 

al final se tomó un mililitro de cultivo y se le agregó 

0.6.ml de solución de alfa-naftol al 5% en alcohol etíli 

co, más 0.2 ml de KOH al 40%. Una coloración roja o 

rosada a los 5 minutos o después de 24 horas, se tom6 co 

mo prueba positiva. 

Producción de Indol. Se inocularon tubos con caldo 
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tript6fano y se incubaron a 35ºC durante 24 horas; al fi 

nal se agr~g6 O .5 rnl de reactivo de Erlich. Se dej6 re

posar durante 10 minutos y se observó la coloraci6n en 

la superficie del medio. El color rojo fue prueba posi

tiva, el ro;::dio sin cambio en la coloración fue prueba ne 

gativa y el amarillo resultado dudoso. 

Prueba de Cata.lasa. En un porta-objetos se puso 

una gota de agua oxigenada comercial y se ernulsion6 en 

ella la mitad de una colonia de bacterias. La produc

ción de burbujas pequeñas en la emulsión se tom6 como re 

sultado positivo. 

Fermentación ~e Glucosa, Almidón, Galactosa, Lacto

sa, Maltosa y Sacarosa. En tubos con medio "CN" se adi

cion6 el azúcar respectivo al 1% P/V; en cada tubo se co 

locó un tubo pequeño invertido. Se inocularon e incuba

ron a 37°C durante 5 días; al final se añadieron varias 

gotas de solución de rojo de metilo a cada tubo de fer

mentación, la aparición de un color rojo indicó la pre

sencia de ácido y la formación de 9as se observ6 en el -

extremo del tubo invertido. 

Hidrólisis de la Gelatina. En tubos con medio 

"Gel-N", las bacterias se inocularon por picadura. Se 
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incubaron a JSºC durante 5 días. La prueba de hidr6li-

sis se e fectu6 de dos maneras: sumergiendo los tubos de 

prueba en agua helada; la solidificaci6n de la gelatina 

fue prueba negativa. Lq otra manera de probar la hidr6-

lisis se efectu6 incubando a 22 ºC. durante 5 a.tas; al f~ 

nal se adicion6 cloruro mercúrico ácido, la gelatina no 

hidrolizada precipita. 

2.8 UTILIZACION DE DIFERENTES CARBOHIDRATOS Y AMI-

NOACIDOS COMO FUENTE DE CARBONO. 

Se prepararon dos series de cajas petri con medio 

"F" s6lido a las que se agregaron, por separado, las si-

guierites fuentes de carbono al 0.5% P/V. 
,. 

a) Monosacáridos: Glucosa, Fructosa, Galact0sa, L-

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

b) Disacáridos: Sacarosa, Maltosa, Celobiosa y Tre-

halosa. 

e) Trisacáridos: Rafinosa. 

d) Polisacáridos: Almid~n, Pectina, .Acido Poligalact~ 

r6nico y Xilanas. 

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

tol. 

g) .Otros: Salicina y Acetato de Sodio. 

Aminoácidos: 20 Aminoácidos, excepto Cistina. 

A una de las series de cajas petri se les adicionó 

las siguientes vitaminas: 

Biotina 2 rnicrograrnos / litro 

Ti amina 400 " " 
Piridoxal 400 " " 

Mio-Inositol 400 " 11 

Acido Pantot~nico 400 " 11 

Las vitaminas se esterilizaron por filtración y se 

adicionaron al medio antes de vaciar a cajas. 

2.9 ESTANDARIZACION DE LOS INOCULOS DE LA CEPA 

TE-B1025 CELULOLITICA. 

Para la estandarización del in6culo de la cepa 

TE-B1025 se deterrnin6 su curva de crecimiento en medio 

"Z" líquido. La cepa TE-B1025 forma parte de los sis te-

mas mixtos utilizados en este trabajo. 

Como se puede observar en la Figura 1,el rnáxi~o de 

i 

1 
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FIGURA 1 . Curva dé crecimiento de la cepa TE-B1025 en 
medio "Z" a 37ºC, pH 6.5, con una agitación 
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crecimiento en fase exponencial, se obtuvo alrededor 

de las 15 horas, por lo gue se ustim6 coi~vcnicnte estan

darizar la preparaci6n de los in6culos para los experi

mentos realizados con este microorganismo de la manera 

siguiente: 

a) Crecer la cepa TE-B1025 en placas con medio "Z" 

durante 24 horas para asegurar la viabilidad de 

las c~lulas. 

b) Resembrar a :rnat race s con 1 O O ml de medio "Z" l! 

quído e incubar a 37°C con una agitaci6n de 

200 rpm durante 14 horas, es decir, hasta alcan

zar el máximo de crecimiento aún en fase expone~ 

cial, una vez transcurrido este tiempo se usaron 

estas células corno in6culo. 

2.10 ESTANDARIZACION DE INOCULOS PARA SISTEMAS MIX

TOS. 

Para encontrar la relación de in6culo 6ptima para 

los sistemas mixtos formados por la cepa celulolttica 

TE-Bl025 y las no celulolíticas TE-B1025 PA y 'l'E-B1025 PP, 

se hizo necesario poder trabajar de una forma en que se 

supiera r§pidamente la cantidad de células que se ten!a 

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

el valor de peso seco. 

Para hacer estas curvas estandar (Figura 2), se d~ 

j6 crecer a cada una de las cepas durante 14 horas, en 

medio "Z" líquido a 3 7 ±1 ºC y 2 20 rpm, posteriormente, se 

recuper6 el paquete celular centrifugando a 10, 000 rprn 

durante 30 minutos, y con éste se prepararon suspensiones 

de diferente concentr~ci6n celular,en solución salina 

isot6nica,a las que se les leyó su densidad 6ptica a 

540 nm. 

Posteriormente, se filtraron de cada una, voldmenes 

iguales sobre membranas Millipore previamente lavadas que, 

·posteriormente, se pusieron a secar a 70±1ºC para evi

tar que tanto las células como las membranas se quemaran, 

una vez secas se pesaron y se calculó él peso de células, 

en_ gramos por litro, correspondiente a cada densidad ÓE_ 

tica; los valores obtenidos fueron ajustados por el rnéto 

do de mínimos cuadrados. 
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3,0 RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1 AISLAMIENTO Y SELECCION DE BACTERIAS CELULOLI

TICAS. 

De acuerdo con el objetivo de este trabajo, se ais

laron bacterias celulolíticas caoaces de degradar celulo 

sa microcri~talina, a partir de muestras de suelo Je un 

ingenio azucarero, donde se ha acumulado bagacillo de ca 

ña por muchas d~cadas. 

Como fue mencionado anteriormente el aislamiento se 

enfocó a bacterias por su mayor velocidad de crecimiento, 

elevado contenido proteico y perfil balanceado de amino

ácidos. 

Para el aislamiento de bacterias celulolíticas ver

daderas, se utilizaron tubos de ensayo con tiras de pa

pel filtro como única fuente de carbono y medio salino 

"F". Los tubos en que se present6 una rápida disgrega

ción del papel filtro fueron usados para llevar a cabo 

una preselección de cepas, debido a que en ~stos había 

mayor posibilidad de encontrar las bact8rias celulolíti

cas, con mayor capacidad para degradar celulosa organiza

da eu menor tiempo. 



. J '1 

La purificaci6n de cepas se efect .3 ~-ando placas 

con rr.edio "Z" y todas ·ia¡,; coJorlias qut.: tueron diferentes 

entre s.! se voJ vieron a probar sobre pape2 filtro, esco-

gi~ndose solamente aquellas que lo dis;regaron en menos 

de 24 horas. 

Las cep~s así seleccionadas fueron las denominadas 

TE-81016, TE-81018, TE-81019, TE-81025, TE-81027 y TE-B 

1029. 

Dado que el crecimiento de microorganismos sobre ce 

lulosa microcristalína es un medio para evaluar el tipo 

de sistema celulolftico que poseen, así como su capacidad 

para utilizar, como sustrato, celulosa altamente organiza-

da, sin ningún prctratarniento físico o gufmico que aume~ 

te su susceptibilidad al ataque enzimáU coy, anemás, corno 

las pruebas anteriores fueron solamente cualitativas pa-

ra seleccionar la mejor cepa celulolftica, se cuantific6 

su crecimiento sobre celulosa microcristalina en medio 

"F"~ usando matraces agitados, de acuerdo a lo descrito en 

la sección de materiales y ~todos, se encontró que la 

cepa TE-Bl025 fue la que.present6 un mayor crecimiento, 

(Figura 3}, raz6n por la cu:ü fue selecciona:la para realizar 

los estudios de bioconversión del bagacillo de caña de 

azacar a biomasa bacteriana. 

¡ 

¡ l 
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Durante la etapa de purificaci6n se observ6 que la 

cepa ~E-Bl025 cstilba muy asociada con dos ccpns no celu

lol:ticas, que fueron clasificadas como TE-B1025 PP y 

TE-B1025 PA, raz6n por la gue se decidió manejar estas 

cepas como un solo sistema bacteriano, 

Bajo el criterio de que la eficiencia de un sistema 

bacteriano mixto, para CJU2 c:Egrane celulosa) depende en mu

cho de la capac~dad celulolftica de por lo menos una de 

las cepas asociadas, y como el material de interés 

en nuestro estudio es el bagacillo de caña de azúcar, se 

prob6 el crecimiento de la cepa TE-B1025 sobre este mate 

rial,sometido a un pretratamiento ácido (BT) y en forma 

nativa (BNT) , en medio "F", comparándolo contra un con

trol de celulosa microcristalina; se obs\-v6 que el 

crecimiento en BNT fue menor que en la celulosa microcris 

talina, ésto quizé'i se debi6 a una interferencia por lig

nina; esta hipótesis se ve apoyada por el hecho de que el 

crecimiento sobre BT fue mayor y más rápido que sobre 

BNT y celulosa microcristalin~ (Figura 4). 

En la Figura 5 se puede ver que la cepa TE-B1025 

fue capaz de utilizar como sustrato a otros desechos agro

industriales abundantes en nuestro país, asf como materi~ 

les celul6sicos altamente cristalinos corno CMC-23 y alg~ 
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d6n, raz6n por la gue consideramos gue esta copa poseé 

un alto potencial de aplicación para la bioconversi6n de 

otros desechos agroindustriales, adem§s del bagacillo de 

caña de azúcar, a biomasa microbiana. 

La Figura 6 muestra que a pesar de que las cepas 

TE-B1025 PP y TE-B1025 PA no fueron capaces de disgregar 

el papel filtro y tampoco crecieron sobre celulosa micro 

cristalina, si pudieron aprovechar como sustrato de cre

cimiento a la pulpa de henequ~n y a la fibra de coco, 

aunque en el caso de la cepa TE-B1025 PP, este crecirnie~ 

to fue inferior al logrado por la cepa TE-B1025, quizá 

debido a que solo puede aprovechar los azúcares solubles 

presentes en estos sustratos. 

En lo concerniente a la cepa TE-B1025 PA, se puede 

observar que aunque no pudo crecer en celulosa microcris 

talina, si lo logró sobre bagacillo de caña de azúcar no 

tratado y fibra de coco quizá debido a que, a pesar de no 

ser celulolítica, si posea el sistema enzimático necesa

rio para poder utilizar las hemicelulosas y azúcares so

lubles presentes en estos materiales; por otro lado, esta 

gráfica deja ver que esta cepa es capaz de utilizar la 

pulpa de henequ~n como sustrato de crecimiento de forma 

similar a como lo hace la cepa TE-B1025. 
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Existen evidencias de que las bacterias celulolfticas 

del g~nero CelJulomonas son dependientes de vitaminas, -

por lo gue se prob6 un medio suplementado con extracto 

de levadura como fuente de vitaminas, el cual se denomin6 

"FS", y como puede observarse en la Figura 7, el creci-

miento fue mejor en todos los casos por lo gue se us6 es 

te medio para los experimentos subsecuentes. 

3.2 CRECI~HENTO DE LOS SISTEMAS MIXTOS. 

Una vez seleccionadas las cepas y medios se proce-

di6 a realizar ensayos de crecimiento de las cepas 

TE-Bl025, TE-B1025 PA, TE-Bl025 PP y los sistemas mixtos 

de TE-B1025/TE-B1025 PA y TE-Bl025/TE-B1025 PP sobre ba-

gacillo de caña tratado (Figura 8), y bagacillo de caña 

de azúcar no tratado (Figura 9) al 1% en medio salino 

"FS". 

En este último ensayo, el crecimiento de las cepas 

no celulol!ticas alcanzó una densidad 6ptica de 0.5, tal 

parece que dicho crecimiento se debe salo al extracto de 

levadura presente en el medio, ya que las mismas cepas 

crecidas en bagacillo no trate.do pero con medio "F", los 

valores de crecimiento alcanzados fueron aproxjmadamente 

de 0.2 de densidad 6ptica. 

i 

1 

I· 
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En la misma figura se puede observar que, por el 

crecimiento alcanzado, loH sis temas mixtos fueron más 

eficientes en la dcgradaci6n del bagacillo no tratado 

que la cepa celulolítica 'l'E-Bl025. 

Con base en el resultado anterior, se realizaron en 

sayos con las cepas TE-8~025, TE-81025 PP, TE-81025 PA y 

,J 

sus sistemas mixtos correspondientes crecidos sobre baqa --
cillo de caña no tratado y medio "FS", variando las pro-

porciones de in6culo de la cepa TE-81025 PP y mantenien-

do constante la cantidad inoculada de la cepa TE-B1025 

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

En el Cuadro a de la Figura 10, la relaci6n de inó-

culo para el sistema mixto fue de 1aO.5, es decir, se 

inocularon 2.3 mg de la cepa TE-B1025 y 1.2 mg de la ce-

pa TE-Bl025 PP; en el Cuadro b, la relaci6n de inóculo 

fue de 1 a 1, 2.3 mg de la cepa TE-Bl025 y 2.3 mg de la 

cepa TE-Bl025 PP; en el Cuadro c las cantidades inocula-

das fueron de 2.3 ~g de la cepa TE-81025 y 4~6 mg de la 

cepa TE-81025 PP, es decir, una r~laci6n de 1 a 2. 

En esta fi.gura, se puede ob!>ervar que el crecimien-

to logrado por la cepa TE-BlO 25 PJ.> fue menor de O. 5 de 

densidad óptica, alfo cuando la concentraci6n inicial del 
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TE-B1025 fue de 2,3 mo. 
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in6culo aumentó de 1 a 4 voces (Cuadros a y e). ,. 

En tonto que el del sistema mixto TE-B1025/TE-Bl025 

PP presentó un incremento, r.;obre todo, en el si.sterna con 

una relación de inoculo de 1 a 2 (Cuadro c), obscrv5ndo-

se un efecto sinérgico entre las cepas TE-Bl025 y 

TE-B1025 PP. 

(j 

En el ensayo con el sistema mixto TE-B1025/TE-B1025 

PA (Figura 11) , crecido en las mismas condiciones que 

TE-Bl025/TE-Bl025 PP, se present6 un comportamiento sim~ 

lar al de la Figura 10, es decir, el sistema mixto alean 

z6 valores de densidad 6ptica crecientes, de acuerdo a 

la proporción inoculada de la cepa no celulolf tica 

TE-Bl025 PA. Por otro lado, esta cepa tampoco sobrepasó 

a 0.5 de densidad 6ptica. 

En ambos ensayos, se muestra claramente que los sis 

temas mixtos utilizan el bagacillo de caña no tratado de 

manera más eficiente que la cepa TE-B1025. 

3, 3 CARAC'rERIZACION DE LA:; CEPAS 

Las pruebas de caracterizución para cada cepa fue-

ron realizadas corno se indica en la sección de materia-
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les y rri('.!todos, los resultcldo;; se prcscntc:1n en la Tabla 
' 

IV. 

La cepa TE-131025 tienl! forma bacilar es Gram negativo, 

con movilidad y con cápsula; como característica princi-

pal está su capacidad de desmenuzar el papel filtro, hi

droliza lentamente la ge la.Una, hidroliza almid6n, redu-

ce nitratos, es cat¿¡lasa p:1sitiva y fermenta azúcares co-

mo glucosar galactosa, maltosa, lactosa y sacarosa. Las 

pruebas ele Voges-proskauer, la de rojo de metilo y la 

producci6n de indol resultaron negativas, tanto para esta 

cep~ corno para las TE-B1025 PP y TE-B1025 PA. 

La determinación de la morfologta colonial de la ce 

pa TE-B1025 crecida en Gelosa Nutritiva fue la siguiente: 

colonias blanco-amarillentas, de borde redondo, elevadas, 

brillantes, transl~cidas, de superficie lisa, crecimien-

to lento, sin olor característico y con textura semivis-

cosa. 

Varias de estas características se compararon con 

las reportadas por otros autores para Cellulomonas, ~abla 

Vl, de tal manera que, la cepa 'fE-B1025, parece pertenecer 

a este g~nero, (83,85,86,91,95). 
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1 
Cf1 1'AC'l'r·:rnS'l'IC:A~; MO!U'OUf~lCAS, m: CUL'l'IVO y fllOl)lJPl!TCJ\S DE Ll\S CEPAS nu1~: 

' 
I~lTEGHJ\!J EL ~;JSl'EMl\ MIXTO Tl:-B1025. 

1. C/\HACTERIS'l'ICAS MORFOLO<;ICAS TE-81025 'f'E-81025 pp TE-81025 PI\ 

·-
For;·,lCJ. bacilo bacilo e' r''..' coco 

.Movilidad + + -
Reacción de Gram - - + 

Presencia de Cápsüla + + + 

Presencia de Esporas - - -
2. CARACTERIS'rICAS DE CULTIVO 

Caldo Nutritivo + + + 

Agar Nutritivo + + + 

Desmenuzamiento de + - -
papel filtro 

3. Cl\RACTERISTICAS BIOQUIMICAS 

Hidr6lisis de Gelatina lenta lenta lenta 

Hidrólisis de Almidón + - + 

Reducción de Nitrato a + +· -
Nitrito 

Prueba de Voges-Proskaver - - -
Prueba de Rojo de Metilo - - -
Prueba Catalasa + + + 

Producción de Indol - - -
Fermentación de GlUCOSil + + . + 

Ferrr.entación de Galactosa + + -
Fermentación de Maltosa + + + 

Fermcn tución de Lactosa + + -
Fermentación de Sacarosil + + + 
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'I'NJLA V 

DESCRIPCION CIJMPl\Hl\.'I'IVl\ DE M.ICRCX.1HC;l\NISMOS QlJE U'l'ILIZi\N CELULOSA 

Celulci:-1011,y; 1\lf~Ll\DO DE H/'.N 

CAIV>.CTERIS'I'ICl\S Flaviri"na Y ~;l([!H?l\S!•5'1(8:->) TE-B1025 

FORMA BACILOS, Dl\CIT~OS ,COR'l'OS BACILO.S 

CUHVOS 

0.4-0.Gµm X 0.3-0.S~m X 

T1'.Ml\f10 O. 7-1 • B ¡1m O • 8-:_1 _. _2 ._JJm ____________ _ 

l'.O'l'ILIDAD INMOl!IL INMOVIL MOVIL ----------- ---------------
GMM V A RI l\IH J~ NI::c;A'l'IVO NEGATIVO ------------------------"'------·-----
AGAR 
INCLINADO 

CALDO 

GELATINA 

LISO,AMARI

LLO,OPl•CO 

BRILLAN'I'E 

TURBIDEZ 

UNH'ORHE 

LICUEFAC
CION IBNTA 

LISO ,AMARILLO 

OP l\CO ,BRILLANTE 

TURBIDEZ 
UNIPOP.ME 

LICUEFACCION 
LENI' l\ 

DESMENUZAMIENTO EN AGITA- EN AGITACION 

DEL PAPEL FIL- CION J,IGERA LIGEHA 

TRO 

COLONIAS F.N 
PL.1\CA 

TEMPERATURA 

ALMIDON 

NITRATO 

PRUEBA DE ROJO 
DE METILO 

PRUEBA DE VO

GES-PROSKAVER 

PRODUCCION 

DE INDOL 

GI.UCOSA 

LACTOSA 

SACAROSA 

M!\L'J'USA 

ALMIDON 

28-33°C 

HIDROLIZA 

REDUCE 

NEGATIVA 

ACIDO 

ACIDO 

ACIDO 

ACIDO 

Azulosas, 
trunsparentes, 
lisas ,planas ,cir 
culares,creci- -
miento lento en 
ge losa. 

25-35°C 

HIDROLIZA 

REDUCE 

NEGl\TJVA 

NEGATIVA 

ACIDO 

ACIDO 

ACIDO 

-----
ACIDO 

l\CIDO ----------------·--· 

LISO,AMJ\RILLO 
BRILLANTE , TR/ll!S 
LUCIDO. -

TURBIDEZ 
UNIFORME 

LICUEFACCION 
LENTA 

EN AGITP.CION 

LIGERA 

Amarillentas, 
translúcidas, lisas, 
elevadas, c.i rcula
res ,crecimiento 
lento en <iClosa. 

HIDROLIZA 

REDUCE 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

1\CIDO 

ACIDO 

ACIDO 

ACIDO 

l\CIDO 
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La cepa TE-B1025 PP es un bacilo corto, casi de fo! 

rna cocobacilar, Gram ncgatjva, movil y con cápsula; no 

desmenuza el papel filtro, hidroliza lentamente la gela

tina, no hidroliza almid6n, reduce nitratos, es catalasa 

positiva y fe :nnenta az tícares como glucosa, qalactosa, mal

tosa, lactosa y sacarosa; su morfologfa colonial es la 

siguiente: colonias blanquecinas, redondas, elevadas, 

brillantes, translúcidas, excepto en el centro, superfi

cie lisa, crecimiento rápido, con olor caractertstico y 

textura viscosa. 

De acuerdo con algunos autores (85,95), la cepa 

TE-B1025 PP presenta características semejantes a la fa

milia Pseudomonadaceae y probablemente pertenece al gén~ 

ro Pseudomonas; esta cepa requiere de pruebas adiciona

les para su mejor ubicación taxon6mica. 

La cepa TE-B1025 PA tiene forma cocoide,es Gram pos~ 

tiva, sin movilidad y con cápsula; no desmenuza el papel 

filtro, hidroliza lentamente la gelatina, hidroliza alm~ 

d6n, no reduce nitrato, es catalasa positiva, fermenta 

algunos azúcares como gluc0sa, maltosa y sacarosa, su 

morfología colonial es la siguiente: colonias amarillas, 

redondas, convexas, brillantes, opacas, de superficie l~ 
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sa, crecimiento lento, con olor caractcr.1'.stico y textura 

cremosa. 

Comparando las características de la cepa TE-Bl025 

Pl\ con las de otros géneros afines, ('rabla VI), se observa 

la posibilidad de que dicha cepa pertenezca al g~nero 

Micrococcus (85,95). 

Se prob6 para cada una de las cepas, la utilizaci6n 

de diferentes carbohidratos como únicas fuentes de carba 

no, (Tablas VIIaIX), ademas, se probaron los aminoácidos, 

excepto cistina ,. como fuentes de carbono, (Tablas Xa. XII). 

En ambos casos se utilizaron tambi~n vitaminas con el ob 

jeto de observar su efecto en la utilización de las fuen 

tes de carbono. 

La cepa TE-Bl025, (Tabla VII), en general, presentó 

mejor crecimiento sobre medio F y vitaminas; tuvo un ere 

cimiento regular sobre xilanos sin vitaminas. En ribosa 

y acetato no hubo crecimiento. Se puede decir,, con base 

cnestos resultados, que la cepa TE-Bl025 requiere de vi

taminas para una mayor utilización de los diferentes car 

bohidratos como fuente de carbono. 

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

ta crecimiento bajo o nulo sobre varios de los carbohi-



·! 

Tl\DLJ\ VI. CJ\Hl\C'I'f-:RIS'rICl\S COMI'l,Rl\TIVJ\S ENTRE BAC.."1.'ERIAS DE .TII-'INIDJ\D 

PR0!3N3LE CON Li". CEPA TE-B10::?5 PA. 

Caractc rísti ca 

FORMA 

TAMAflO 

MarILIDAD 

ESPORU LACI 00 

GRAM 

INDOL 

CATALASA 

TEMPERATURA DE 
CRECIMIENTO 
HA13ITAT 

COLONIAS 

COLOR 

TURBIDEZ 

SEDH~NTO 

Micrococcus 

Cocos en té
tradas 

0.5a3.5 um 

inmóvil 

+ 

+ 
25 a 30°C 

Suelos, agua 
piel humana 
y de animal 
No patógeno 

Convexas de 
borde regular 

Amarillo, n!!. 
ranja o ver
de-amarillen 
to. 

Uniforme 

Granular fi.., 
no o viscoso 

Staphylococcus 

Coco 

O .Sa1 .s um 

inmóvil 

+ 

+ 

35 a 40°C 

Piel,glándulas 
de pie 1 o muco
sas de animal 
Potencialmente 
patógeno 

No dcte~inado 

Pi~ntos caro 
tenoides. 

No determinado 

No determinado 

TE-B 1025 Pl\ 

Cocos en té
tradas 

inmóvil 

+ 

+ 

Suelos 

No patógeno 
en ratas 

convexas, 
borde entero 

Amarillo. 

Escasa, no 
unifonne. 

Escaso y 
viscoso. 



'l'JIJ3Lll VII 

l\SIMILl\CION DE Cl\W3011IDHJ\TOS CO!~O UNICl\ FUENTE DE Cl\HBmlO POH LJ\ CEPA Tl::-Jl 1025 

1. MONOSi\Cl\RJ DOS 

Glucosa 

Galactosa 

· Xilosa 

. Fructosa 

. Ribosa 

2. DISl\CJl.RIDOS 

Celobiosa 

·Maltosa 

Sacarosa 

.Lactosa 

3. POLISACARIDOS 

. Almidón 

Pectina 

.xilanos 

Agar 

4. ALCOHOLES 

· Glicerol 

Manitol 

Etanol 

Metanol 

5. ACIDOS ORGANICOS 

J\ci (]O Poll r;a 1 .1cturf..i; ico 

lid.do Mé!l6j co 

J\ch!o crtrico 

. Acido Acét] co 

CON VI'J'J\MIN/\S 

+ + + + 

+ + + + 

+ + 

± 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + 

+ + + + 

+ 

+ 

+ + + + 

+ 

+ 

+ 

+ + + + 

+ + 

+ + 

__________ ,_ .. ____________ ------·-·-

SIN VITM1IN7\S 

+ 

± 

± 

± 

+ 

+ + 

± 

+ 
+ 

± 

± 
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l\SIMILl\CION DE Cl\ROOl!IDH!\TO~; Cm·lO lJNICJ\ FUDJ'l'E m; Cl\HDO!JO POR Ll\ CJ:l'l\ TE-B 102S pp 

1. MONOSJ\Cl\HIDOS CON VI'l'l\MHll\S sm VI'l'l\MHJMi 

·Glucosa ± 

Galactosa, 

Xi losa + 

Fructosa + + 
Ribosa ± + + 

2. DI SACAR.IDOS 

Celobiosa 

Maltosa . 

Sacarosa 

Lactosa ± 

3. POLI SACAR IDOS 

Almidón 

Pectina + + + 

Xilanos + + + + + + 

Agar 

! . 4. ALCOHOLES 

Glicerol + + 
Manitol ± ± 

Etanol ± ± 

Metan al + + + 

5. ACIDOS ORGANICOS 

Acido Poligalacturónico + + + 

Acido M.::iléico + + + + + + + 
Acido cítrico + + + + + + + + 
l\cido l\cético 
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dr:atos utilizados, sin embargo, se puede apreciar un 

buen crecimiento sobre ri.bosa, xilano.s, mct<lnol, ácido 

mal~ico y citrato en la sorie sin vitaminas, lo cual p~ 

dría indicar menor dependencia ele los factores de creci

miento; en xilanos y ~cido cítrico, el crecimiento no 

parece ser afectado por la ausencia de vitaminas. 

La cepa TE-Bl025 PA~(Tabla IX), utiliz6 más carboh~ 

dratos que la cepa 'I'E-B1025 PP, su crecimiento sobre al 

gunos de ellos no se ve afectado por la ausencia de vi

taminas y, en general, se puede decir que no es muy depe~ 

diente de ellas. 

La utilización de los aminoácidos como fuentes de 

carbono también se llev6 a cabo en dos series, una con 

vitaminas y otra sin vitaminas. 

La cepa TE-Bl025, (Tabla X), utiliz6 mejor los amino 

~cides en presencia de vi tarninas. La. t:r.eonina, valina e 

isoleucina fueron utilizados atín sin vitaminas; la _fenil~ 

lanina y 91 triptófano no fueron utilizados sin vitaminas. 

La cepa TE-Bl025 PP, (Tabla XI), utilizó varios ami

no§cidos aan en ausencia de vitaminas, es decir, la uti 

lizaci6n de tales amino&cidos no parece depehder de las 
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l\SIMILl\CION DE Cl\RI3011IDRA'l'OS COMO U!HC/\ FUEN'l'E DE Cl\HBCJNO POR Ll\ CEPJ\ TE-810/.S Pi\ 

1. MONOSl\Cl\RIDOS CON VJ'l'AMINl\S SIN VITAM!Ml\S 

Glucosa + + + + + + 

Galactosu. + + 

Xilosa .± 

Fructosa + + + 
Ribo su. 

2. DI SACAR IDOS 

Celobiosa + + + 

Maltosa + + + + + 

Sacarosa + + + + + + 

Lactosa ± ± 

3. POLISACARIDOS 

Almidón ± ± 

Pectina + + 

Xilanos + + + + + + + + 

Agar 

4. ALCOHOLES 

Glicerol + + + + + + + + 

Manitol + + + + + + 

Etanol + + 

Metano l. 

s. ACIDOS ORGANICOS 

Acido G.:ilacturónico + + 
Acido Milléico + + + + 

Acido cítrico ± 

1\cido l\r..:ético + + + + ± 



'I' t.J.1 L.1\ X 

ASIMILl\CION DE ;,:11rmf\CIDOS C0~10 UNICT\ FtJEN'JT; DE CAHBO:Jo f'OH Ll\ CEP/1 TE-T3102S 

AMINO!\C' l DO CON VITA:1Ttll\S SIN V f'I'/\Ml N/\ S 
---·----------

Treonina + + + + + 

Valina + + + + + + 

Isolcuci.na + + + + + 
Cistei.nn + + + + 
/\lanina + + + ± 

Arginina + + ± 
• Fenilalanina + + 

Acido Glutámico + + ± 

Histidina + + ± 

Leucina + + ± 

Lisina + + ± 

Prolina + + ± 

Serina + + ± 

l'>sparag.i.na + + ± 

A e ido Aspártico + + ± 

Glicina + ± 

Glutamina + ± 

Metionina + ± 

'l'irosina + ± 

Triptófano + 



'I'NlLl\ XI 

/\SIMILJ\CION íJE l\MINO/\CIDOS co:10 UN IC/\ FUENTE DE C/\HBONO POI{ Ll\ CEP/\ 'I'E-B 102 5 pp 

AMINO/\CIDO CON VITAMlNJ\S srn VI'l'l\MINAS 

'l'reonina 

Valina 

Isoleucina 

Cisteina + + + 

Alanina + + + + + + + 

Arginina 

Fenilalanina + + + + + + + + 

A ciclo Glutámico + + + + + + + + 

Histidina + + 

Leucin::i 

Lis in a ± ± 

Prolina + + + + + + + + 

Ser in a + + + + + + 

AsparaCJina + + + + + + 

Acido Aspártico + + + + + + 

Glicina 

Glutarnina '. + +.+ .+ + + + 

Metionina 

Tirosina + + + + + + + + 

Triptóf ano + + + + + + + + 



vitam1nas; por otru parte; llama la atr..!nción que no uU.

licc trconina, valina e i~olcucina, lcucin~, glicina y 

metion ina aún en prcscnc:i a de vi tarni nas. 

La cepa 'I'E-131025 PA, {'l'abla XIJ) 1 utiliza mejor el 

ácido glutárnico y la glutamina en presencia de vitaminas; 

la treonina, valina, isoleucina y el ácido asp~rtico no 

se ven afect~dos, en su utilizaci6n, por la ausencia de 

vitaminas; por otra parte, no fueron utilizados los ami

noácidos: cisterna, alanina, histidina, serina, treonina 

y tript6fano en medio con vitaminas. 

En un ensayo posterior se determinó que, en la uti

liz aci6n de los carbohidratos, las vitarrdnas que más in

fluían fueron tiamina y biotina. 



l\S IMILJ\CION DE AMINOl\CIDOS cm10 UN ICI\ Fur:rJ'l'E DE C/\HBONO POH Ll\ CEPJ\ TE-n 102 ~) Pi\ 

J\MINO!\CI DO CON VITAMINAS SIN VI'l'i\M INl\S 

Treon.ina + + + + 
Valina + + 

Isolcucina + + 

Cistcina 

Alanina 

Arginina ± 

Fenilalanina ± 

Acido Glutámico + + + + ± 

Histidina 

Leucina ± 

Lisina + .. 
Prolina + "± 
Ser in a 

Asparagi.na + ± 

Acido Aspártico + + 

Glicina ± .. 

Glutami.na + + :+ ± 

Metionina ± ,.. 

Tirosina 

Triptófano 
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4.0 CONCLUSIONES 

A partir de los resultados obtenidos se pueden con-

siderar las conclusiones siguientes: 

a) Las caracterfsticas y la·cstrccha asociaci6n mos 

tradas en el aislamiento do las cepas integran-

tes de los sístemµs mixtos, llev6 a considerarlos 

como sistemas mixtos naturales, susceptj.bles de 

ser optimizados en su actividad degradadora y de 

ser aprovechados en la utilización de otros sus-· 

tratos agroindustriales. 

b) En la utilización del bagacillo de caña no trata 

do, los sistemas mixtos fueron más eficientes 

que la cepa celulolítica TE-B1025 y ~e pudo_ ob-

servar, en el crecimiento de tales sistemas, un 

efecto sinérgico que fue más apreciable cuando 

la proporción inoculada de la cepa no celulolít~ 

ca fue mayor respecto a la cepa TE-B1025. Loan 

terior, sugiere la existencia de una relación 6p-

tima de inóculo de los sistemas mixtos cuyo efeE_ 

to puede ser observado en una utilización m~s 

eficiente del sustrnto. 

/ 
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e) Los diferentes grados de utilizaci6n de los corn-

puestos corno fucntef; de carbono, incluyendo los 

arnino5cidoR, que mostrnron cada una de las cepas 

de los sistemas mixtos, así como la dependencia 

de la cepa TE-Bl025 hacia dctf'rmj_nadas v.itar:i.inas, 

sugieren una posible cxplicaci6n del efecto si-

n6rgico observado en el crecimiento de los siste 

mas mixtos. Profundizar en este punto, llevar§ 

a comprender mejor la conforrnaci6n constitutiva 

de estos sistemas mixtos, al discfio y formación 

de otros sistemus "artificiales 11 con igual o ma-

yor eficiencia que los ya reportados. 

d) Aún cuando no se trató de una clasificación taxo 

n6mica de las tres cepas de los sistemas mixtos, 

las pruebas de caracterización llevaron a consi-

derar a la cepa TE-B1025 como perteneciente al 

g~nero Cellulorronas y a la cepa 'fE-Bl025 PA corno 

perteneciente al 0énero Micrococcus. La ubica-

ción taxon6rnicn de la cepa TE-Bl025 PP no fue 

muy clara, se requieren de m&s pruebas adiciona-

les antes de poder asignarla a un género en esp~ 

cial; sin embargo, por las pruebas realizadas en 

el presente trubajo se podría ubicar tentativa-

mente en la familia Pscudomonadace ac. 
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