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SELECCION DE ESPECIES DEL GENERO PSEUDOMOMNAS POTENCIA-
LES PRODUCTORES DE BIOMASA A PARTIR DE METANOL

Resumen

Este trabajo ha ido orientado hacia la'blisqueda de bacterias que
siendo capaces de utilizar metanol como {(nica fuente de carbono y energfa,
produjeran un rendimiento tal, que fuera posible la obtencidn de proteinas
a nivel industrial a partir de dichas bacterias. Debido a que segin la bi~
bliografia consultada, los resultados més satisfactorios en la obtencidn de
proteinas bacterianas a partir de metanol, se han conseguido con especies
del género Pseudomonas, la blsqueda fué dirigida principalimente hacia es

pecies de dicho género.

A partir de 40 muestras de suelos de diversa procedencia, se
han aislado por cultivo de enriquecimiento en un medio compuesto a base de
sales minerales y metanol, 103 cepas bacterianas, de las cuales la mayor
parte fueron identificadas como especies del génerc Fscudomonas. Muchas
de estas bacterias pueden ser consideradas como potenclales productoras
de biomasa por su buen desarrollo sobre metanol, habiendose seleccionado
para realizar los ensayos a escala semi-piloto, la cepa 5.073 por ser la
que mostrd mejor desarrollo en un estudio comparativo realizado en un me

dio compuesto a base de sales minerales y metanol.

La cepa 5.073 por sus caracteres morfoldgicos y fisiolbgicos,



se asemeja bastante al Pseudomonas stutzeri del que se diferencia ademéas

de por ser capaz de crecer en metanol, por no formar colonias rugosas y
por ser capaz de utilizar arginina como Gnica fuente de carbono y energia.
De los Pseudomonas capaces de crecer en metanol, al que més se asemeja
es al Pseudomonas A descrito por Miura y col. del que se diferencia por

producir denitrificacidn y ser capaz de crecer a ph 5 y 10,

Los ensayos a escala semi-piloto se llevaron a cabo en un fer-
mentador Chemap a ph 6, temperatura a 302 C con una entrada de aire de
0.3 v/v/m, una agitacidon de 1.500 r.p.m yutilizando un medio de cultivo
compuesto a base de sales minerales y metanol. Manteniendo la concentra
cién de metanol en el medio por encima de un cierto limite, mediante suce-
sivas adiciones de metanol a lo largo del proceso, se consiguid alcanzar en
22 horas una produccidn de 3.7 g/L. de materia seca y un rendimiento de
0.39 g. de biomasa por g. de metanol suministrado, valor muy préximo a
los 0.4 g. de biomasa por g. de metanol calculados teoricamente por B. J.
Abbot. En estas condiciones la tasa de crecimiento es 0.4 y el tiempo de

generacidn 1.7 horas.

Por todo esto y teniendo en cuenta que la biomasa obtenida con-
tiene un 71.8 % de proteina cruda pensamos que mejorando las condiciones
de desarrollo y en cultivo continuo este microorganismo puede ser de gran

interés en la produccién de biomasa.
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Debido al rapido crecimiento de la poblacion mundial, la actual
deficiencia en proteinas alimenticias se vera incrementada en las proxi:as
décadas. Los intentos realizados para resolver el problema de la escasez -
mundial de alimentos, aumentando al maximao la productividad de las fuentes
tradicionales de proteinas, han encontrado muchas dificultades, tanto de ti-
po cientifico y tecnologico, como de tipo socio-econdmico y politico, por lo
que muchos investigadores de diferentes puntos del planeta, han centradé su
atencion en la posibilidad de utilizar‘fuentes no convencionales de proteinas,
de entre las que podemos destacar como més prometedoras : los concentra-
dos de proteinas de pescados de baja calidad, los productos proteinicos de
semillas oleaginosas (s_oja, girasol, algododn, etc...) y las proteinas sumij -
nistradas por microorganismos unicelulares,(SCP) siendo respecto a la pro

duccidn cuantitativa, estas Gltimas las de mayor importancia,

En el Instituto de Fermentaciones Industriales, desde 1950, se
ha venido estudiando la posibilidad de producir levadura alimento a partir de
diversos substratos como hidrolizados de maiz, (71) esparto (34); bacazo
de cafia de azucar, (35 alpechin (31), céascara de almendra (32,99), extrac-
tos de garrofa (11), lejias bisulfiticas procedenltes de la Sniace (Torrelavega)
(97,98,99), madera de olivo (100, 101, 102, 103), residuos de destilacidn
vinica y de gliisqui (29), y etanol de sintesis (122), lo que demuestra la enop
me importancia que dicho Instituto ha concedido a la produccion de proteinas

a partir de microorganismos unicelulares.

PRI



El término Sigle Cell Protein (SCP) (proteinas de microorganis-
mos unicelulares) fué utilizado por primera vez en el Massachusetts Institute
of Technology por el profesor C.L., Wilson en 1966, para designar las célu-
las de algas, bacterias, levaduras y hongos que se van a intentar utilizar co
mo alimento por su contenido proteinico. Este término que ha sido amplia-
mente aceptado aunque conveniente, segin S.L. Oser (85), no es muy adecua

do porque :

12) La biomasa de origen microbiano no contiene solo proteinas
sino también hidratos de carbono, lipidos, acidos nucleicos, vitaminas y mi-

nerales.

22) Ha sido empleado para designar no solo bacterias y levadu-

ras, sino también algas y hongos que no son unicelulares.

Seria necesario idear un sistema de nomenclatura de SCP que
perrmritiera identificar, ademas del tipo de organismo, el substrato en el que
se desarrollo éste, asi como superar las influencias de los abogados del con

sumidor, basadas en prejuicios emocionales y nada cientificos.

Proteinas de origen microbiano

Como productores de proteinas, los microorganismos presentan

sobre las plantas y animales las ventajas siguientes :

12} Los microorganismos tienen un tiempo de generacidn corto,
por lo que proporcionan un rapido incremento de la masa celular. Segiin

Reinhold Kihlberg (54) los tiempos de generacidn, en condiciones favorables



son los siguientes :

Para bacterias de 0.5 a 2 horas
Para levaduras de 1 a 3 horas
Para algas de 2 a 6 horas

Para hongos filamentosos de 4 a 12 horas.

22) Los microorganismos se pueden modificar geneticamente con
facilidad. Mutaciones producidas por agentes quimicos y fisicos, seguidas ~
de programas de investigacion a gran escala, daran variantes con detsririna
das cualidades, por ejemplo mayor tasa de crecimiento, habilidad para cre-

cer a elevada temperatura, etc.

32) EI contenido proteico de los microorganismos es alto. La
mayor parte de ellos contienen entre 7 - 12 % de nitrbgeno sobre la base de
. . . . T
peso seco, lo que aiin después de la correccidn para purinas, pirimidinas,
etc. .. indica que el contenido en proteinas es mas elevado que el de los ali-

mentos mas comunes.

42) La produccién de SCP se puede basar en materias primas
que se pueden obtener localmente en grandes cantidades como celulosa, pe-

troleo, gas natural, etc...

52) La produccion de SCP se puede llevar a cabo en cultivo con
tinuo, independientemente de los cambios climaticos, ocupando un pequeiio

espacio de terreno y con escaso requerimiento de agua.



Los microorganismos que se itilicen para la produccién de

SCP deberan de reunir las caracteristicas siguientes :
19) Capacidad para aprovechar el substrato deseado.

29) El microorganismo no debe de ser patdgeno ni producir

toxinas.

39) El contenido en proteinas tiene que ser por lo menos compa
rable al de las fuentes de proteinas convencionales, siendo ante todo decisi~
va la cantidad de aminoacidos esenciales, aunque segin M .Kamazawa (51)
existe la posibilidad de variar algo el contenido de cada aminoacido mediante

x4
mutacion.

49) El contenido de acidos nucleicos ha de ser muy bajo, pues
si se sobrepasan los limites aceptables, aumentan los niveles de acido ri-
co en plasma y orina, originando la aparicidn de gota y formacion de piedras
en el rifidn. El Protein Advisory Group (PAG) ha aceptado que se pueden to
mar como maximo 2 mg de acido ribonucleico procedente de microorganis-
mos al dia. Las investigaciones de J.H. Litchfield (67) asi como otros nu-
merosos trabajos (15, 107, 47, 82, 84) han demostrado que el contenido en

acidos nucleicos se pueden reducir por degradacidén enzimatica, o por pro-

cesos quimicos,

592) Elevado rendimiento celular (peso de celulas producidas

por unidad de peso de substrato)

62) Periodo de multiplicacién lo méas breve posible.



79) Estabilidad genética.
82) Digestibilidad y palatabilidad adecuadas.
99) Caracteres organolepticos agradables para el consumidor.

. . . .,
Entre los microorganismos mas utilizados para la produccion

de SCP destacan las algas de los géneros Chlorella, Scenedesmus, y Spiru-

ina, los hongos filamentosos pertenecientes a los géneros : fusarium, Pe-

—_——

nicilliunm, Graphium y Monilia , levaduras de los géneros : Candida, Rhodoto-

rula, Hansenula y Saccharomyces, y bacterias de los géneros: Bacillus,
Hydrogenoinonas, Methylomongs, Methanomonas y Pseudomonas

De los trabajos de J.S. Burlew (12) se deduce que en la década
de los cuarenta ya se consideraban las algas como posibles fuentes de alimen
tacidn, habiéndose incrementado el cultivo de algas unicelulares durante los
ultimos veinte afios (86) . Recientemente la idea de utilizar las algas como
alimento ha cobrado un gran impulso al emprender G.Clement y col. en el
Institut Francais du Petrole (17) un estudio acerca del género Spirulina por
no ser toxica. Esta especie que crece espontaneamente en ciertas éreas'del
lago Chad (Africa) y del lago Texcoco (Méjico) ha sido tradicionalmente em-
pleada como alimento por los habitantes de estas dos regiones y segun C.C. A
Baron y G. Clement (8) puede ser considerada como posible fuente de protei-
nas Gtiles para el consumo humano, En otros trabajos publicados, las es-

pecies utilizadas son del género Scenedesmus (81) y del género Chlorella,

generalmente Chlorella pyrenoidosa (123) que tienen una velocidad de cre-

cimiento muy superior a la de otras algas. Cuando estos microorganismos



son cultivados en condiciones apropiadas, constituyen una fuente rica en pro-
teinas, integradas por aminoacidos, esenciales para el crecimiento animal,
presentando ademéas un aporte de hidratos de carbono, grasas y vitaminas, -
por lo que, segin R.K. Robinson (94) pueden tener amplia aplicacidn, bien
directamente en la alimentacién animal, o como aditivo a piensos. Sin em-
bargo parece que la digestibilidad y aceptabilidad de las algas, estén limita-
das por las altas concentraciones de clorofila y otros pigmentos en las calu-
las y en el caso de algas eucaridticas verdes por la composicion de la pared
celular, habiendo propuesto H. Mitsuda y col. (76) diferentes tratamientos

para remediar estos incovenientes.

También se ha estudiado la posibilidad de utilizar hongos fila-
mentosos como fuente de proteinas (138, 124, 14) pero presentan frente a las

levaduras y bacterias las desventajas siguientes :

12) EI contenido en nitrogeno y en aminoacidos esenciales, es

inferior al de las levaduras y bacterias.

292) Cuando se cultivan a gran escala hongos filamentosos, la
dificultad para airear eficientemente es endbrme. Se necesita una fuerza
tres o cuatro veces mayor para airear y agitar, cuando se utilizan hongos
que cuando se emplean levaduras o bacterias. Esto es debido a que las sus
pensiones de micelios de hongos, son similares a las de pulpa de papel, sien

do muy dificil de lograr una réapida transferencia de oxigeno de las burbujas

de aire a las caélulas.

La eleccidn entre bacterias y levaduras es algo méas dificil. Las
bacterias, por ser méis pequefias que las células de levaduras, son mucho

mas dificiles de separar del medio de cultivo por centrifugacién, que es el



método generalmente empleado para la recuperacién de levaduras. Ademas
las bacterias tienen mayor contenido de acidos nucleicos que las levaduras,
lo cual es indeseable, Sin embargo el empleo de bacterias como posible
fuente de proteinas, puede ser una solucidn para el futuro, pues el rendimien
to es tan elevado que compensa sobradamente los mayores gastos de centri-
fugacidn. Esto unido a que la productividad por voliimen de instalacion es
mas alta cuando se emplean bacterias, como consecuencia de los mayores
rendimientos y de la mayor velocidad de crecimiento, hace realmente atrac

tivo el camino de las proteinas bacterianas.

Sustratos

La elecccion del sustrato también es muy importante, pues la
rentabilidad de un proceso de obtencion de SCP, que en esencia abarca el
cultivo, separacion y secado de la masa celular, depende fundamentalinente
de la clase de sustrato que se utilice durante el proceso, como fuente de car

bono y energia.

El sustrato ideal para la produccion de SCP ha de reunir las

caracteristicas siguientes :

12) Ha de poderse utilizar a gran escala y en un fermentador

de disefio avanzado.

292) Ha de poderse obtener con facilidad en estado puro y estar

disponible a largo plazo en la cantidad necesaria.



32) Ha de ser compatible con el organismo elegido.

49) El requerimiento de oxigeno para que el sustrato pueda ser

utilizado por el microorganismo elegido ha de ser minimo.
52) No debe de tener riesgo de explosion.

62) Preferiblemente debera de ser soluble en agua y tener una

temperatura de evaporacidn alta.

Los sustratos que se pueden considerar para la produccién de

SCP se pueden dividir en tres categorias :

12) Productos residuales de la produccidn agricola, como por

ejemplo melazas, suero de la industria lactea, residuos de citricos, etc. ..

292) Primeras materias vegetales como almidén, azucar, celu-

losa, etc...

392} Sustancias de elevado contenido energético como n-alcanos,

metano, etanol, metanol.

Productos residuales de la produccidén agricola

Hasta la introduccién de los hidrocarburos hace una década, la
produccidn comercial de SCP estaba basada en la utilizacién de hidratos de

carbono como sustrato.



Los hidratos de carbono que normalinente se han utilizado como
sustrato, para la produccidon de SCP han sido subproductos y desechos agri-
colas. Estos sustratos tienen la ventaja de ser muy abundantes y tener bajo
precio, aunque la disponibilidad de estos materiales sufre fluctuaciones, de-
bido a las cosechas estacionales y a las condiciones climaticas. Ademas pug
den estar dispersos por una gran regidn y el coste de la recoleccidn encare-

cer la materia prima.

L.as melazas constituyen el sustrato hidrocarbonado mas abun-
dante y de facil obtencidn, que se puede utilizar para la produccién de protei
nas microbianas, pero por si solas constituyen una fuente de energia, que co
mo tal, puedé sustituir a los cereales en las dietas de los animales y afadien
dole nitrdgeno en forma de urea, y fosforo, puede sustituir a fuentes de pro-

teinas, especialmente a semillas de soja.

El suero que se obtiene de la fabricacion del queso, es otra ma-
teria prima, potencialmente atractiva para la produccidn de proteinas micro
bianas, pero la produccidn comercial de queso esta limitada a las economias
altamente desarrolladas, donde compitan otras muchas fuentes de proteinas,
Ademas recientes descubrimientos en las técnicas de separacién, han hecho
posible fraccionar directamente el suero en una serie de productos relativa-

mente puros y de facil venta.

Las lejias sulfiticas han sido ampliamente utilizadas para la pro-
duccidn de levaduras en Europa y Norte de América, pero recientes cambios
en la tecnologia de las pulpas de madera, han reducido la disponibilidad de

las lejias sulfiticas.

Los otros muchos materiales que conteniendo hidratos de car-
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bono, son productos de desecho de la produccién agricola y de los procesos
de elaboracidén de alimentos, no pueden ser considerados como posibles sus-
tratos para la produccién de proteinas a gran escala, debido a que su dispo-

nibilidad es muy limitada.

Materias primas vegetales

Los cereales, aunque son materias primas muy adecuadas para
la produccidon de SCP, son demasiado valiosos como alimento para ser utili-

zados como sustrato en la obtencién de proteinas microbianas.

Las materias primas que contienen celulosa, son muy abundan-
tes y baratas en el punto de origen, pero tienen la desventaja de que para
asimilar los azucares es necesario hidrolizar la celulosa, y los métodos pa-

ra lograr esta hidrolisis, son muy caros, con lo que se eleva enérmemente

el precio del sustrato.

Hidrocarburos

Entre los hidrocarburos y sus derivados quimicos que han sido
considerados como sustratos para la produccién de SCP a escala comercial,
se encuentran : el metano, n-alcanos purificados, petroleo y fracciones

obtenidas del petroleo como gas-oil, queroseno, etanol y metanol (66, 68)

El metano ha sido utilizado como sustrato en la produccién de
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SCF, debido a que se puede ottener en un alto grado de pureza en compara-
cidn con otros hidrocarburos y a que puede ser recuperado facilmente de los

medios de cultivo, sin dejar ningln residuo.

Existen numerosas bacterias capaces de utlizar metano como --
fuente de carbono y energia. Entre ellas se encuentran : Methanomonas me-
thanica, Methanomonas methanoxidans (40), Methylococcus capsulatus (30,27
46, 128), Pseudomonas methanica (26, 62) y una variedad de cultivos mezcla
dos de microorganismos (121,A 108, 9, 131, 43)

También un hongo identificado como perteneciente al genero Grap-

hium crece en gas natural, (etano y metano) siendo etano el sustrato prefe-

rido (124).. Gin embargo no se ha encontrado en la bibliografia ningiin traba
jo sobre el crecimiento de levaduras que utilicen metano, como fuente de car

bono y energia.

En la produccidén a escala comercial de SCP a partir de metano,
los sistemas de cultivo continuo, son mucho mas atractivos que los de culti-
vo discontinuo, pues la productividad (peso de células por unidad de volimen
de medio por unidad de tiempo) es mucho mayor en un cultivo continuo de
bacterias que utilizan metano, que en un cultivo discontinuo (9,39). Ademas
en los cultivos discontinuos una parte importante del metano puede no ser uti
lizado, mientras que en los sistemas continuos se puede reciclar el sustrato

no usado.

La Shell Research Ltd, ha desarrollado en Inglaterra un proceso
de obtencidn de SCP a partir de metano, a nivel de planta piloto, utilizando

Methylococcus capsulatus (39, 45) y cultivos mezclados de bacterias (43,131)
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Aungue en la produccién de proteinas bacterianas a partir de me-
tano en cultivo continuo, se pueden alcanzar coeficientes de produccidn elevg
dos, la productividad esta limitada por la transferencia de oxigeno y metano

de la fase gaseosa a las células bacterianas (39).

Otros problemas que se presentan en la obtencion de SCP a par-
tir de metano son : el riesgo de explosidon, que hace necesario operar con un
volimen de oxigeno inferior al 12,1%y la produccibén de gran cantidad de ca-
lor cuando los niveles de productividad son elevados. También pueden apa-
recer productos inhibitorios durante el crecimiento de bacterias sobre meta
no en cultivo continuo, como se observa en el caso de M. gapsulatus (27, 46)
Debido a los requerimientos para evitar los riesgos de explosion y para en-
friar el fermentador durante la operacidn, la inversidon de capital para la pro
duccidon de SCP a partir de metano puede ser significativamente mas alta,

que si se emplean hidrocarburos liquidos como sustrato.

Varios procesos han sido desarrollados por la Kyowa Hakko Kog-
yo Co. Ltd. en Japbn para producir SCP a partir de hidrocarburos gaseo -
sos. En particular Brevibacterium ketoglutamicum ATCC n® 15.587 crece
en hidrocarburos gaseosos, tales como metano, etano, propano, n-butano,
isobutano, propileno, butileno, o mezclas de estos. También el gas de pe-
troleo puede ser utilizado por Candida rigida n® 113, el n-butano por Nocar-
dia paraffinica KY 4334, y el Arthorobacter simplex B 129 puede utilizar
n-propano y otros n-alcanos y alquenos. Estos estudios han sido realizados

en fermentadores a escala de laboratorio, pero no a nivel comercial.

Son muchos los microorganismo capaces de utilizar aerobiamen-

te hidrocarburos liquidos como fuentes de carbono y energia.
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En general el gas-oil y las n-parafinas purificadas son los hidro-
carburos liquidos mas prometedores, como posibles sustratos para procesos
comerciales. El petroleo, fuel oil y queroseno han sido estudiados como -~
sustratos para la produccién de SCP por bacterias y levaduras a nivel de es-
cala piloto (56), pero los procesos basados en estos hidrocarburos no han si
do lo suficientemente prometedores, como para justificar un posterior desa-

rrollo comercial.

En la década de los sesenta, la British Petroleum Company (BP)
desarrolld una serie de procesos para producir SCP a partir de gas-oil, uti-

lizando levaduras. Los primeros trabajos demostraron que Candida lipoly-

tica, Candida tropicalis y otras levaduras semejantes, eran capaces de uti

lizar el 60-75% de los n-alcanos del gas-oil (16).

En los procesos basados en gas-oil no es necesario operar asepti
camente, aunque. si en condiciones de extremada limpieza. Las contamina-

ciones pueden ser evitadas manteniendo el ph del medio entre 2.9-5.0 (16).

También se ha estudiado la posibilidad de producir SCP a partir
de levaduras, empleando como sustrato n-alcanos purificados, derivados del
gas-oil o del queroseno. Estre las levaduras utlizadas se encuentran : Can-

dida lipolyticg (BF) (16, 60), Candida kofuensis (Mitsui Toatsu Chemicals

Inc.) (117.118, 119), Candida novellus (Liquichemica Biosintesi s.p.a) (36),
Candida tropicalis (Gulf Research & Developement Co.) (19), Candida (Kane-

gafuchi Chemical Industry Co. Ltd) (51), y una levadura inespecifica (Daini--

ppon Ink & Chemicals Inc) La BP trabajaba en condiciones asepticas, --
mientras que otros procesos de obtencidon de levaduras a partir de n-alcanos
purificados, como los desarrollados por la Gulf, Kanegafuchi y Liquichimica

se llevaban a cabo en condiciones no asepticas, evitandose las contaminacio



- 14 -

nes al mantener el ph entre 3-4. Como los n-alcanos son utilizados casi
completamente por las levaduras, la separacion y eliminacién de los hidro-

carburos residuales, es mas facil que en el caso del gas-oil (19) (51).

También hay bacterias tales como Acinetobacter cerificans, Ach-
romobacter delvacvate n? 5,30] y especies del género Pseudomonas (72, 28
133, 65) y Actinomicetos pertenecientes a los géneros Norcadia y Myccobac-

terium (126) que son capaces de producir SCP a partir de n-alcanos purifi-

cados. Sin embargo ningunc de estos procesos ha sido desarrollado a escg

la comercial.

Los hidrocarburos presentan la ventaja de poderse obtener en
gran cantidad, independientemente de los factores climaticos. Ademéas la
produccidén de masa celular, y el contenido en proteinas de la biomasa son
superiores cuando se utilizan hidrocarburos, que cuando se emplean hidratos
de carbono como sustrato. Sin embargo los hidrocarburos tienen los inccn

venientes siguientes :

12) Son poco solubles en agua
29) Scn relativamente caros

32) La cantidad de oxigeno necesaria para que los hidrocarburos

puedan ser metabolizados por microorganismos, es muy elevada.

42) La cantidad de calor producida por un cultivo de microorga-
nismos sobre n-alcanos, es mucho mayor que la producida cuando se emplean

hidratos de carbono como sustrato.
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Los hidrocarburos con cadenas formadas por mas de veinte ato--
mos de carbono, son sblidos a las temperaturas empleadas en el crecimien-
to microbiano. Los hidrocarburos sblidos son insolubles en agua y por tan-
to muy dificiles de dispersar en los medios de cultivo. Una mezcla de Can-
dida lipolytica y C. intermedia ha sido cultivada en un medio de sales mine
rales, conteniendo n-alcanos sbdlidos como fuente de carbono (73) pero todas
las investigaciones realisadas sobre procesos en los que intervienen n-alca-
nos sblidos como fuente de carbono y energia, se han llevado a cabo exclusi-

vamente a escala de laboratorio.

Etanol

En la obtencidn de SCP usando etanol como sustrato, son mucho
mas numerosos los procesos que se han llevado a cabo utilizando levaduras

que los que emplean bacterias.,

Entre los microorganismos de interés en la produccidon de SCP a
partir de etanol destacan los siguientes : Acinetobacter calcoaceticus (61)
Candida acidothermophilum, ida etanothermophilum, Candida utilis, y
Hansenula anomala (33)

En la actualidad la Amoco Foods Co. esta produciendo C. utilis a
partir de etanol en Hutchinson, (Minnesota) obteniendo 5.000 toneladas al afio
En este proceso que se lleva a cabo en cultivo continuo y condiciones asepti-
cas, la concentracidn de etanol se mantiene en 200 pprr. La fuente de nitrd

geno (amonio) es suministrada continuamente para mantener el ph deseado.
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La temperatura a que se trabaja es de 302 C, el ph 4.6 y la aireacidon y agi-
tacidn lo suficiente para mantener la tasa de absorcidn de oxigeno entre 100

y 140 mM por litros y hora.

En Kojetin (Checoslovaquia) se ha cultivado C.utilis en etanol a

nivel de planta piloto, obteniéndose 1.000 toneladas por afio y se ha planeado
i

la produccidn a escala industrial, que permitira obtener 60,000 toneladas al

afio. Sin embargo no se ha publicado ninguna informacidn sobre las - condi-

ciones de cultivo empleadas en este proceso.

La Mitsubishi Petroohemical Co Ltd, esta llevando a cabo un pro
ceso a nivel de planta piloto, para producir C. acidothermophilum y C. etha
nothermophilum a partir de etanol, pero no se ha alcanzado una produccion
a escala comercial. Este proceso tiene la ventaja de que se opera a un ph

entre 2.5 y 4.0 y a una temperatura superior a los 402C,

La Exxon Corporation en combinacion con Nestle Alimentana S. A

ha realizado estudios en planta piloto sobre la produccidn Acinetobacter cal-

coaceticus a partir de etanol (61). Una informacibn detallada sobre este

proceso no ha sido publicada.

En Espafia, en el Instituto de Fermentaciones Industriales se ha

llevado a cabo un proceso para cultivar Hansenula anomala sobre etanol a

nivel de planta piloto, con el fin de obtener SCP, lograndose resultados muy

satisfactorios. (122)

El etanol como sustrato para la produccién de SCP presenta mu-

chas ventajas tecnoldgicas, pero tiene el inconveniente de que en muchos paises
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el mercado del etanol esta controlado por los fobiernos, a fin de proteger al
etanol de fermentacién, que procede de excedentes agricolas, lo que eleva

considerablemente el precio del etanol.

Metanol

El metanol como sustrato para la produccion de SCP presenta

las ventajas siguientes :

19) Posee una composicidén relativamente constante y alto grado

de pureza.
22) Es muy soluble en agua

32) La mezcla metanol-oxigeno carece de riesgo de explosion en

comparacidon con la mezcla metano-oxigeno.

49) El metanol se elimina facilmente ,del producto final, no pre-
sentando los problemas de separacidn, que aparecen cuando se emplean hi-
drocarburos como sustrato, en cuyo caso es necesario recurrir a procedi-

mientos de extraccidn adicionales.

52) La cantidad de oxigeno requerida por los microorganismos,
para metabolizar el metanol es inferior a la necesaria para metabolizar los

hidrocarburos.

69) El precio del metanol es muy bajo, en comparacidn con el

de otros sustratos. El precio del metanol obtenido a partir del gas natural,
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es aproximadamente la cuarta parte del precio de las n-parafinas.

79) Los costos de instalacidn son bajos.

Varios trabajos han sido publicados sobre el metabolismo de los
compuestos monocarbonados por microorganismos (93, 91) y sobre la utili-

zacidn del metanol por levaduras y bacterias (18, 58)

Las bacterias que utlizan metano como fuente de carbono y ener-

gia para su crecimiento, tales como , Pseudomonas methanica (48), Metha-

nomonas methanoxidans (10), Methylococcus capsulatus (30, 87), y Methy-

lococcus M2 (79) pueden utilizar metanol (128). Sin embargo hay otras

bacterias, que aunque no utilizan metano, son capaces de utilizar metanol

como fuente de carbono y energia, por ejemplo : Pseudomonas extorguens
(25,42, 44) Hyphomicrobium sp. (41, 129, 130, 131), Methylomonas metha-
nolica (2, 23, 116) y Pseudomonas utilis y P. inaudita (137), Pseudomonas

achinensis (77)

Entre los actinomicetos y levaduras que utilizan metanol, desta-
can : Streptomyces sp. (53), Torulopsis glabrata (6), T. methanosorba y T.
methanodomercgii (135), Kloeckera sp. n® 2201 (83), Candida boidinii (92,

95) y Hansenula polymorpha (57).

Los cultivos de bacterias, en los que se utiliza metanol como
sustrato, tienen sobre los cultivos de levaduras, la ventaja de presentar ma-
yores tasas de crecimiento y coeficientes de produccidn y productividad. La
oxidacion del metanol por bacterias, es llevada a cabo por un sistema en-

zimatico, que depende de la nicotinamida adenin dinucleotido; (NAD), mientras
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que la oxidacidn de metanol por levaduras, aparentemente tiene lugar a tra-
vés de una alcohol oxidasa, que requiere flavin adenin dinucleotido (FAD)(93,
95, 96). El coeficiente de produccidén mas bajo que se obtiene en el creci -
miento de levaduras sobre metanol, puede ser debido a una menor produccidn
de adenosin trifosfato (ATP) a partir de FAD reducido, que a partir de NAD

reducido.

El calor liberado durante el crecimiento de microorganismos
sobre metanol, es menor que el liberado cuando el crecimiento se realiza sg
bre n-alcanos, aunque es lo suficientemente elevado como para hacer necesa
ria la refrigeracién de los fermentadores empleados en la produccién de SCP
a temperaturas de crecimiento comprendidas entre 30 y 322C. Con el fin de
evitar este incoveniente, se ha estudiado la posibilidad de aislar organismos
termotolerantes, que sean capaces de crecer =n metanol a una temperatura
de 372 C a 429C, encontrandose que, tanto bacterias tales como Pseumonas
bella TS 1008 (113) Pseudomonas methylotropa (Methylophilus methylotro-
phus) (35, 37) y Methylococcus NCIB 11083 (64) asi como levaduras tales co
mo Hansenula polymorphs (63) y Pichia methanotherme MO 104 (74) pueden

crecer bien en metanol a dicha temperatura.

El proceso mas avanzado para la produccion de SCP a partir de
metanol, ha sido desarrollado por la Imperial Chemical Industries Limited,

siendo el microorganismo empleado el Methylophilus methylotrophus (3, 4)

Un nuevo tipo de fermentador ha sido disefiado con el fin de utilizarle en este
proceso. El sistema, que ha sido descrito por Gou y col. (37) ha sido dise
flado para mantener una tasa de transferencia de oxigeno mas elevada, sin
limitacién de oxigeno, eliminar el calor liberado durante el crecimiento a

productividad alta, mantener homogenea la fase liquida, y evitar problemas
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de esterilidad que se presentan en los fermentadores convencionales, debidos
a las junturas y cierres mecanicos. ICI tambiéen ha desarrollado un proceso
de aglomeracibén para la separacion inicial de las células bacterianas del me-
dio de cultivo, lo que permite que la centrifugacion final se realice de un prg

ducto mucho mas sdlido que lo conseguido por otros metodos.

Durante tres afios se ha trabajado a nivel de planta piloto, obte-
niendo 1.000 toneladas por afio, y actualmente esta en construccién una plan-
ta con capacidad para producir 50,000 a 75.000 toneladas al afio, la cual en-

trara en funcionamiento a finales de 1.979 (3)

La Mitsubishi Gas Chirrical Company Inc. en Japon ha cultivado
a nivel de planta piloto levaduras que toleran temperaturas de alrededor de
402C cuando utilizan metanol como sustrato, y bacterias del género Pseudo-
monas que crecen en metanol a 382 C, pero estos procesos no han alcanza-

do la magnitud de los llevados a . cabo por ICI.

La Mitsubishi Petrochemical Co, Ltd. también ha estudiado la
posibilidad de producir SCP a partir de bacterias y levaduras, utilizando

metanol como sustrato, tanto en sistemas de cultivo discontinuo como conti-

nuo.

Debido a que en los trabajos realizados por diversos investiga-
dores, sobre el valor nutritivo de las proteinas microbianas,(obtenidas a par.
tir de hidrocarburos y metanol) se ha podido comprobar que no se producen
cambios patoldgicos en los roedores y animales domésticos{pollos, gallinas,
cerdos, terneras, etc...) a los que se les ha sustituido parte de las protei-

nas de su dieta por SCP (7, 37, 22, 70, 104, 105, 106, 120, 125, 127) y
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teniendo en cuenta las rventajas mencionadas anteriormente, que presenta el
metanol como sustrato, asi como el enorme atractivo que presentan las pro-
teinas bacterianas, se ha estudiado la posibilidad de encontrar bacterias, que
utilizando metanol como Ginica fuente de carbono y energia, sean capaces de
producir un rendimiento tal, que haga rentable la obtencion a nivel industrial
de SCP a partir de dichas bacterias, siendo los primeros resultados de este

trabajo recogidos en esta tesis.
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Plan de trabajo

Nuestro plan de trabajo va orientado a la biisqueda y caracteri-
zacidn de bacterias capaces de utilizar metanol como Gnica fuente de carbono
y energia, para posteriormente estudiar su desarrollo en fermentador a es-
cala semi-piloto, con el fin de obtener biomasa, y lo podemos resumir en los

siguientes puntos :

12) Aislamiento de bacterias a partir de suelos de diferentes
procedencia, con el fin de seleccionar, las que sean capaces de utilizar n-e-

tanol como Ginica fuente de carbono y energia.

29) Identificaciéon de las bacterias seleccionadas, por sus ca-

racteristicas morfolbgicas, fisiologicas etc...

32) Conservacidn de las bacterias seleccionadas, en un medio
que nos permita la posterior utilizacién de dichas bacterias, durante un pe-

riodo de tiempo lo mas largo posible,

49) Eleccidn de entre todas las bacterias seleccionadas ante-~
riormente, de aquellas que en condiciones éptimas, produzcan un mejor ren
dimiento en cultivo discontinuo, utilizande un medio de cultivo a base de sa-

les minerales y metanol.
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TOMA DE MUESTRAS

Las muestras fueron tomadas de suelos procedentes de diferen-
tes regiones espafiolas, correspondiendo 26 muestras a la zona Centro, .7 a

la zona Norte, 3 a la zona Sur y 3 a la zona de Levante.

La toma de muestras fué realizada, cogiendo el suelo de la zo-
na comprendida entre los cinco y veinte centimetros de profundidad, y depo-
sitandolo en frascos estériles, en los que fué transportado al laboratorio, pa

ra su posterior utilizacion,

Las tomas de muestras fueron llevadas a cabo preferentemente
en primavera y en otofio, pues en estas estaciones la poblacidon microbiana

del suelo es mas abundante, debido a :

12) Que los deshielos y las lluvias favorecen el desarrollo de
los microorganismos, mientras que el verano es seco por falta de precipita
ciones, y el invierno es seco biologicamente, por estar el agua helada en la
parte superior del suelo y no poder ser utilizada por los microorganismos

para realizar sus funciones vitales.

29) Que la primavera y el otofio son las épocas mas propicias

para la multiplicacién de los microorganismos, pues las temperaturas son
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suaves, presentando el otofio la ventaja de una gran aportacidn de materia or
.. . . .
ganica, como consecuencia del periodo vegetativo de las plantas anuales y ca

ducifolias.
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS PROCEDENTES DEL SUELO CAPACES DE
UTILIZAR METANOL COMO UNICA FUENTE DE CARBONO Y ENERGIA.

Con el fin de eliminar los microorganismos que 1.0 fueran capa-
ces de utilizar metanol como (nica fuente de carbono y energia, los aislamien
tos fueron realizados por cultivo de enriquecimiento en un medio a base de

sales minerales y metanol,

Cultivo en agitador

Los aislamientos fueron llevados a cabo, suspendiendo 1 gramo
de tierra, previamente tamizada para descomponer todos los agregados del
suelo, y dejar las particulas sueltas, en 10 ml de suero fisiologico estéril, y
sembrando 1 ml. de esta suspension en una ampolla especial para cultivo su-
mergido con aireacién, que contenia 100 ml. de medio de cultivo. Una vez
sembradas las ampollas fueron incubadas en agitacidn, a una temperatura de

30 2 C durante seis dias.

Las mencionadas ampollas son recipientes de vidrio Pyrex, en
forma de T, cuya base interior es rugosa con el fin de que en el sistema de
agitacidon se facilite la aireacidn del medio. Tienen una capacidad total de
300 ml. y fueron especialmente disefiadas para cultivo sumergido con airea-

cidn, en el Instituto de Fermentaciones Industriales (69).

El agitador que fué utilizado es electrico, de vaivén, modelo

Belenguer, de accionamiento automatico, con sistema transistorizado para
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la regulacibén automética de su temperatura interior. Consta de cinco ban-
dejas de 110 x 40 cm. perforadas para poder adaptarles bandas adhesivas
que sujeten los recipientes que se van a agitar, EIl movimiento de vaivén de
las bandejas lo imprime un motor de 1 HP con conexién trifasica a 220 V
con potencia para 1.500 r.p.m. y con reductor de velocidad formado por di-
versos trenes de poleas que permiten obtener una velocidad de accionamiento
de 80 - 90 r.p.m. El sistema da calefaccidn consiste en un juego de resis
tencias electricas de baja inercia térmica, con un consumo inicial de 2.000
watios, conectadas al sistema termostatico regulador de temperatura. En
el cuadro de mandos hay un conmutador especialmente disefiado para realizar
operaciones tales como la de parar automaticamente el aparato tan pronto co
mo sean abiertas sus puertas frontales, poniendose en marcha en cuanto sean
cerradas las puertas., El conjunto va provisto de una envoltura metalica con

aislante térmico.

Como medio de cultivo fué utilizado el descrito por C. Anthony
y L.J. Zatman (5) para el crecimiento de Pseudomonas sp. M-27, con la mg
dificacién de que el sulfato ambnico fué sustituido por urea por ser ésta mas

facil de asimilar, y cuya composicién es la siguiente :

K2HPO, 2. g.
NaCl 0.5 g.
FeS047H,0 0.001 g.
MgS0,47H,0 ' 0.025 g.
Agua destilada 1 litro.

El ph se ajusta a 6.9 con C1H N. en un ph-metro radiometer

nmodelo PHM 22. Una vez repartido en ampollas se esteriliza a 121 2C
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durante 15 min{itos en un autoclave eléctrico marca IMAHO. Una vez este-
rilisado y enfriado se le afiaden en condiciones estériles, por cada 100 m!/

de medio 0.5 ml, de metanol y 1 ml, de solucién acuosa de urea al 9 % pre-
viamente esterilizada por filtracién amicrobica a través de un filtro Milipo-
re de 100 ml. de capacidad al que se acopla una placa filtrante tipo H.A. de

0.45 u de diametro capaz de retener todo tipo de microorganismos. El me
tanol y la urea se afiaden al medio ya esterilizado, por no poder ser esteri-

lizados por calor.

Las condiciones estériles se consiguen trabajando en una cama

ra estéeril equipada con lampara germicida de rayos ultravioleta,

Obtencidén de cultivos puros,

Cuando en las ampollas inoculadas con tierra hubo desarrollo
abundante se hizo una observacidén microscépica, para conocer el aspecto de
la poblacién microbiana, realizandose seguidamente el aislamiento en placa
para obtener los microorganismos en cultivo puro. El aislamiento se rea-
1izd tomando 1 ml. de cultivo (procurando que no lleve tierra) y suspendien-
dolo en 10 ml. de suero fisioldgico estéril 0.1 ml. de esta suspensidn se
sembrd en placas que contenfan un medio de cultivo agarizado a base de sa-
les minerales y metanol. La siembra se realizbd por extensidn en superficie

con espatula de Drigralsky.

Las placas asi sembradas fueron incubadas durante siete dias
a 302 C. en estufa,
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Las colonias que aparecieron en las placas, fueron observadas
con lupa estereoscopica marca Wild M-3 con la que se pueden alcanzar hasta
40 aumentos, basandose el criterio de eleccién de las mismas en su aspecto

y predominio.

Una vez examinadas las colonias y observados los microorga-
nismos en el microscopio marca Wild M-20 de ccntraste de fase y campo os-
curo, con el que se pueden alcanzar hasta 400 aumentos con objetivos secos
y 1.000 con el de inmersidn, se eligieron solo los bacilos mbviles, debido a
que en la bibliografia consultada, excepto algunas pertenacientes al género
Methylococcus (cocos) (30.87) las bacterias citadas como productoras de
biomasa a partir de metanol, son bacilos moviles, siendo los pertenecientes

al género Pseudomonas los que han mostrado resultados mas satisfactorios.

El medio de cultivo utilizado para realizar los aislamientos fué

el descrito por C.Anthony y L.J. Zatman (5) para el aislamiento de Pseudo-

monas sp. M-27 cuya composicidn es la siguiente :

K3HPO, 2 g.
(NH4)S0, 2 g
NaCl 0.5 g.
FeS047H,0 0.001 g.
MgS0,47H20 0.025 g.
Agar 15 g.
Agua destilada 1 litro

Se esteriliza a 1212 C durante 15 minutos cuando el medio fun-

dido esta a 452 C antes de repartirlo en las placas, se le afiaden 5 ml/L



-29 -

de metanol, pues como ya se ha indicado anteriormente, el metanol no se pug

de esterilizar por calor

Resultados

Como puede observarse en la tabla 1 se examinaron 40 muestras
numeradas por orden crondldgico de llegada al laboratorio, numerandose tam

bien las cepas procedentes de cada muestra siguiendo un orden correlativo.



Procedencia de las muestras analizadas y cepas aisladas.

TABLA 1

o

Procedencia N2 de muestra N2 de cepa
Zona Centro 1 5.000
5.001
5.002
Zona Centro 2 5.003
Zona Centro 3 5.004
5.005
5.006
Zona Centro 4 5.007
5.008
5.009
Zona Centro 5 5.010
5.011
Zona Centro 6 5.012
5.013
Zona Centro 7 5.014




TABLA | (Continuacidn)

Procedencia

N2 de muestra

N@ de cepa

Zona Norte

Zona Norte

Zona Centro

Zona Centro

Zona Centro

10

11

12

5.015
5.016
5.017

5.018
5.019
5.020
5.021
5.022

5.023
5.024
5.025

5.026
5.027

5.028
5.029

5.030
5.031
5.032
5.033




TABLA 1 (continuacion)

Procedencia

N2 de muestra

N2 de cepa

Zona Centro

Zona Centro

Zona Norte

Zona de Levante

Zona Norte

Zona Centro

13

14

15

16

17

18

5.036
5.037
5.038

5.040
5.041
5.042
5.043
5.044
5.045

5.047

5.048
5.049

5.051
5.052
5.053
5.054
5.055

5.058
5.059




TABLA 1 (continuacion)

Procedencia N2 de muestra N2 de cepa
Zona Norte 19 5.060
5.061
Zona Centro 20 5.062
5.063
5.064
Zona Centro 21 5.065
Zona Centro 22 5.066
Zona Centro 23 5.067
5.068
Zona Sur 24 5.069
Zona Centro 25 5.070
5.071
Zona Sur 26 5.072
5.073
Zona Centro 27 5.074




TABLA 1 (continuacion)

Procedencia

N2 de muestra

N2 de cepa

Zona Centro

Zona Centro

Zona Centro

Zona Sur

Zona de Levante

28

29

30

31

32

5.075
5.076

5.077
5.078
5.079
5.080

5.081
5.082
5.083

5.084
5.085
5.086
5.087

5.088
5.089
5.090

5.091
5.092




TABLA 1 (continuacidn)

Procedencia N2 de muestra Ne de cepa
Zona Norte 33 5.093
5.094
Zona de Levante 34 5,095
5.096
5.097
5.098
Zona Centro 35 5.099
5.100
Zona Norte 36 5.101
Zona Centro 37 5.102.
5.103
5.104
Zona Centro 38 5.105
5.106
Zona Centro 39 5.107
Zona Centro 40 5.108
5.109
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Discusidn de los resultados.

Como puede apreciarse en la Tabla 1, 103 cepas fueron aisla
das por cultivo de enriquecimiento en un medio a base de sales minerales y

metanol, a partir de 40 muestras de suelos,

Aunque las muestras proceden de regiones muy diferentes, la
poblacidn microbiana encontrada es bastante uniforme, pues si bien es cierto
que como ya se ha indicado, los cocos y hongos que se aislaron fueron dese-
chados, estos aparecieron en escasas ocasiones, no habiéndose encontrado

en ningan caso levaduras.

Esta uniformidad de los microorganismo aislados, logicamente,
es debida a que el medio en el que fueron realizados los aislamientos, por

ser escaso en nutrientes, es selectivo para gran nimero de microorganismos
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CONSERVACION DE CULTIVOS PUROS

Mientras se estaba trabajando con ellos, los cultivos puros fue--

ron conservados en Micro Assay Culture Agar (Difco) dispuesto en tubos incli

nados, que debidamente etiquetados fueron almacenados a 42 C.

Los microorganismos que no iban a ser utilizados durante un lar-
go periodo de tiempo, fueron conservados en Tierra estéril, repartida en tu-
bos de ensayo, que debidamente etiquetados, fueron almacenados a la tempe-

ratura ambiente.

La tierra estéril se prepard de la siguiente manera : la tierra
fué tamizada con el fin de que quedara fina y homogénea. Se secd durante
dos horas a 1002 C y se repartid en tubos de ensayo, poniendo en cada tubo
una cantidad tal, que alcanzara aproximadamente unos 2 cm. de altura. Con
objeto de saber cuanto tiempo era necesario esterilizar la tierra asi prepara
da, se hicieron 4 lotes de 20 tubos cada uno, esterilizandose:

/

El primer lote, media hora a 1212 C. durante dos dias consecu-

tivos.

El segundo lote media hora a 121 °C durante tres dias consecu~-

tivos,

El tercer lote, tres cuartos de hora a 121 2 C durante tres dias

consecutivos.’
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El cuarto lote, una hora a 121 2 C durante tres dias consecutivos

10 tubos de cada lote fueron sembrados en agua de levadura y los
otros 10 en Bacto Fluid Thioglycolate Medium (Difco). Todos los tubos fue-
ron incubados a 30 @ C durante 8 dias. Pasado este tiempo, los Ginicos tubos
que no presentaban desarrollo bacteriano eran los pertenecientes al cuarto
lote, de lo que se dedujo, que era necesario esterilizar la tierra una hora

a 1212 C durante tres dias consecutivos,

El agua de levadura fué utilizada por ser un medio econdmico en
el que se pueden desarrollar gran cantidad de microorganismos. Se prepara
(50) desmenuzando y homogeneizando 100 g. de levadura prensada, del comer
cio en un litro de agua destilada, y llevandolo a ebullicién durante 30 minutos
Una vez hervido y enrasado al volimen inicial, se deja en reposo en nevera
a 42 C, durante 24 horas, con el fin de que se separa la mayor parte del ma-
terial no solubilizado. Transcurrido este tiempo se decanta y se filtra, uti
lizando un filtro Seitz con placa filtrante K7, sobre la que se forma una pre-
capa, al filtrar 12 g. de Kisselgur disueltos en 200 ml, de agua destilada,

Una vez filtrado se reparte y esteriliza a 121 2 C durante 15 minutos.

El Bacto Fluid Thioglycolate Medium fué empleado para detectar

la presencia de gérmenes anaerobios.
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ESTUDIO COMPARATIVO DEL CRECIMIENTO DE LOS GULTIVOS PURCS
EN UN MEDIO A BASE DE SALES MINERALES Y METANOL.,

Este estudio fué llevado a cabo con los 103 cultivos puros de que
disponiamos, con el objeto de agruparlos segin su capacidad para desarro--

llarse en un medio a base de sales minerales y metanol.

Cultivo en_ampolls

Fué realizado de la siguiente manera : de cada cultivo conserva
do en tierra estéeril, aproximadamente 0.1 gramos de tierra, fueron sembra
dos en un matraz que contenia 25 ml, de agua de levadura. Las siembras -
fueron realizadas con la ayuda de varillas huecas de vidrio, de punta biselada
que previamente habian sido esterilizadas, nos permitieron tomar cantida-
des de tierra aproximadamente iguales en condiciones estériles, Los ma -
traces, una vez sembrados, furon incubados en estufa a 302 C durante 48 ho-
ras. Pasado este tiempo, el contenido de cada matraz fué centrifugado a
9.000 r.p.m durante 15 minutos y el sedimento obtenido fué sembrado en
una ampolla siinilar a las utilizadas en el aislamiento de las cepas, que con-
tenia 100 m!l. de medio, de composicidn idéntica a la del medio utilizado por

C.Anthony y L.J. Zatman (5) para el cultivo de Pseudemonas sp. M-27.

Estas ampollas fueron incubadas en agitacion a una temperatura de 30 2 C.
Cuando los cultivos de las citadas ampollas alcanzaron la fase de crecimien-
to exponencial, 50 ml, del contenido de cada ampolla fueron centrifugados
a 9.000 r.p.m durante 15 minutos y los sedimentos obtenidos fueron sem--

brados en otras tantas ampollas que contenian 100 ml. de medio cada una.
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Esto se repitid cuatro veces, antes de usar los citados sédimentos, ccmo
inoculos de unas ampollas, que al igual que las anteriores contenian 100 ml.
de medio cada una y fueron incubadas en agitacién a una temperatura de 302
C. En los cultivos desarrollados en estas Gltimas ampollas fué medido el
crecimientc mediante medidas turbidimétricas, realizadas en un espectroco-
lerimetro Mod, Spectrcnic 72, a una longitud de cnda de 660 nm., emplean-
do como blanco agua destilada a la que le fué asignada una absorciodn igual a

ceroC.

Todos esos pases fueron realizados con objeto de adaptar a los
microorganismos a vivir en el medio y condiciones de cultivo en que estaba-

mos trabajando.

Resultados

Los resultados pueden observarse en la Tabla II en la que el de-
sarrollo celular esté representado por una, dos, tres o cuatro cruces, segiin

,
que este sea escaso, regular, bueno o muy buenoc.



TABLA 11

Capacidad de desarrollo de los cultivos puros scbre metanol determinada

por turbidimetria.

N2 de cepa Desarrollo celular Horas de cultivo
5,000 +++ 72
5.001 + + 72
5,002 + 72
5.003 +++ 72
5.004 ++ 96
§.005 + + 96
5.006 + + 72
5.007 + 72
5.008 ++ 72
5.009 +++4 72
5.010 + 72
5.011 + 4 72
5.012 + 96
5.013 + 72
5.014 + + 72
5.015 +++ 72
5.016 .'. + 72
5,017 ++ 72
5.018 + + 72




TABLA Il (continuacion)

N? de cepa

Desarrollo celular

Horas de cultivo

.019
.020
.021
.022
.023
.024
.025
.026
.027
.028
.029
.030
.031
.032
.033
.036
.037
.038
.040
.041
.042
.043
.044

M nh (v ;v (vt v

++
+

++
++
++

+++++++++++ +

72
72
72
72
72
72
72
72
12
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72




TABL l’l (continuacion)

N¢ de cepa

Desarrollo celular

Horas de cultivo

.045
.047
.048
.049
.051
.052
.053
.054
.055
.058
.059
.060
.061
.062
.063
.064
. 065
.066
.067
.068
. 069
.070
;071

[SANNE AN &, B R B ¢, B &, B & R S RS B S BN IS BT TR NN T BN S BT ST TR BN, B¢ B,

-+

+++++++++F++++F++

72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72




TABLA 11l (continuacidn)

G

N® de cepa

Desarrollo celular

Horas de cultivo

.072
.073
.074
.075
.076
.077
.078
.079
.080
.081
.082
.083
.084
.085
.086
.087
.088
.089
.090
.091
.092
.093
.094

vt

F++
FH++
+

+
++
++
+++
+
+++
++
++
++
++
+4+

+++

72
72
72
72

84
84
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72




TABLA 11 (continuacidn)

N2 de cepas

Desarrollo celular

Horas de cultivo

.095
.096
.097
.098
.099
.100
.101
.102
.103
.104
.105
. 106
. 107
.108
.109

[3 T TS I ¥ R ¥, R, I ¥, B &, R & NS NS N & A A S A B

+ + + + + +

+++
++
++
++
++

++

72
72
72
72
96
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
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Discusidon de los resultados

Todas las cepas que poseemos son cepaces devutilizar metanol cgo
mo Gnica fuente de carbono y energia, lo cual es ldgico, pues como ya se ha
indicado anteriormente, todas ellas fueron aisladas en un medio a base de sa

les minerales y metanol.

Como puede apreciarse observando la Tabla 1I, las 103 cepas -
que tenemos, pueden dividirse en cuatro grupos segiin el desarrollo que ha-

yan alcanzado en el medio a base de sales minerales y metanol ya citado,

Al 12 grupo pertenecen las cepas 5.066 y 5.073 con las que se
consiguieron alcanzar densidades o6pticas de 3.3 y 3.5 respectivamente, que
aproximadamente corresponden a unos rendimientos de 1.1y 1.2 g/L de ma
teria seca. Estas cepas, por ser las que presentan mayor desarrollo celu-

lar, son las mas interesantes para nosotros.

Al 22 grupo pertenecen 14 cepas con las que se consiguieron al-
canzar densidades Opticas. comprendidas entre 2 y 3 que aproximadamente co
rresponden a un rendimiento comprendido entre 0.7 y 0.9 g/L de materia se

ca.
Al tercer grupo pertenecen 36 cepas con las que se lograron al-

canzar densidades Opticas comprendidas entre 1 y 2 que corresponden aproxi

madamente a un rendimiento de 0.4 y 0.7 g/L..

Al cuarto grupo pertenecen 51 cepas que aunque son capaces de
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utilizar metanol como Gnica fuente de carbono y energia, en el medio em-

pleado en este ensayo, no produjeron un rendimiento superior a 0.4 g/L.
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ESTUDIO TAXONOMICO DE LOS .CULTIVOS PURCS

Estudio Morfoldgico

Fué llevado a cabo en cultivos jovenes, obtenidos, sembrando un
asa de cada cultivo conservado en tubos inclinados de Micro Assay Culture
Agar, en un tubo que contenfa 10 ml. de Agua de Levadura e incubando di -~

chos tubos a 30 @ C durante 24 horas.

La forma y movilidad fueron observadas entre porta y cubre en

un microscopio marca Reichert, en gampo claro a 630 aumentos.

Tamafio Acoplando al microscopio marca Reichert un microme
tro objetivo y un micrémetrc ocular, para la combinacién dptica de 630 au--
mentos, cada divisidn del micrometro ocular equivale a 2.2 micras. Con eg

ta combinacidn dptica fué medido el tamafio de los microorganismos.

I'incién de Gram fué realizada segin la técnica descrita en el

Handbuch der Mikrobiologischen Laboratoriums-technik (21)

Resultados Todas las cepas que poseemos son bacilos rectos
moviles, de tamafio comprendido entre 0.5 - 1 u de ancho por 1.5- 4 ude

largo, y Gram negativos.

Estudio Fisioldgico

Fué realizado en cultivos jévines de las cepas en estudio, utili-
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zando como testigos, cepas puras procedentes de diferentes colecciones. Eg

tas cepas son las siguientes :

Pseudomonas solanacearum NCPPB 325
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10,70}
Pseudomonas insueta ATCC 21,276
Pseudomonas fluorescens CECT 378

Pseudomonas pisi CECT 94

Las pruebas fisioldgicas que fueron realizadas son las siguien-

tes :

Oxidasa .- Esta prueba fué realizada, siguiendo la técnica de K.
~ Kovacs (59) que consiste en depositar sobre un papel de filtro 2 6 3 gotas de
solucidén acuosa al 1% de tetrametil p-fenilendiamina, y extender sobre este
papel impregnado de reactivo, un poco de la colnia del germen a estudiar,
procedente de un cultivo de 24 horas en Micro Assay Culture Agar (Difco).
Le aparicidén inmediata de una coloracidn pl.Ilrpurﬂ indica la presencia deuna

oxidasa en el sistema enzimatico del gérmen.

Catalasa.- La presencia de este enzima fué detectada por el
método descrito en el Handbuch der Mikrobiologifchm Laboratoriumstechnik
(21).

Tipo de resviracion.- Fué determinado siguiendo la técnica des

crita en el Manuel de Techniques Bacteriologiques (13)
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Oxidacién/Fermentacion de la glucosa.- Esta prueba que nos

per.nite diferenciar las bacterias que presentan metabolismo fermentativo,
de aquellas que lo presentan oxidativo, fué llevada a cabo, siguiendo la téc-
nica de R. Hugh y E. Leifson (49) quienes demostraron que cuando un micrg
organismo es inoculado en dos tubos que contienen un medio apropiado al que
se ha afiadido un determinado hidrato de carbono, y el medio de uno de los tu
bos se cubre con parafina, para eliminar el oxigeno, mientras que el medio
del otro tubo se deja descubierto, se pueden observar las siguientes reaccio-

nes de valor diferencial :

Los organismo fermentativos produciran reaccidn acida en los

dos tubos.

Los organismos oxidativos produciran reaccidon acida en el tubo
descubierto, y ligera produccidn de acido o ausencia de crecimiento sin cam

bio de color en el tubo tapado.
Los organismos que no estan clasificados ni como fermentativos
ni como oxidativos, no produciran cambio alguno en el tubo tapado, origi--

nando ligera reaccidn alcalina en el destapado.

Utilizecidon de Citrato,- La capacidad de utilizar citrato como

.o cp: . .
Unica fuente de carbono, fué puesta de manifiesto, cultivando los microorga-

nismos en el medio de Kosser (109) cuya composicién es la siguiente:

Citrato sddico 2 g.
NaCl 5 g.
MgS0, 7Hz0L 0.1 g.

NH4 H,PCO4 1 g
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KoHPOy, 1 g.
Agua destilada 1 litre
Las sales se disuelven en el agua y se ajusta el ph a 6.7 - 6.9.
Se reparte en tubos y se esteriliza a 121 @ C durante 15 minutos. Los tubos

una vez sembrados fueron incubados a 30 2 C durante 48 horas.

Produccidén de Pigmentos Fluorescentes.- Fué determinada,

- sembrando cultivos jovenes de las cepas a ensayar en Pseudomonas Agar F
(Difco) al que se habian afiadido 10 g. por litro de glicerina, e incubando los

tubos sembrados a 302 C durante 48 horas.

Produccién de Piocianina.~ Fué determinada, sembrando culti-
vos jovenes de los microorganismos a estudiar, en el medio King A (55) que

favorece la formacidn de pigmentos piocianiccs y cuya composicién es la si-

guiente :
Bacto peptona (Difco) 20 g.
Agar 15 g.
Glicerol 10 g.
K2S04 10 g.
MgCl2 1.4 g.
Agua destilada 1 litro

Se reparte en tubos y se esteriliza a 121 2C durante 15 minutos.

Los tubos se dejan enfriar en posicidén inclinada y una vez sembrados se in-
cuban a 30 2C,.

Arginina Dihidrolasa.- La presencia de este enzima capaz de
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en anaerobiosis, transformar la arginina en ornitina, amoniaco y anhidrido
carbbnico, fué detectada siguiendo la técnica de Thornley (115) se utilizd es-
ta técnica, en lugar de la recomendada por Moller (79) para la determinacién
de descarboxilasas de aminoacidos en Enterobacteriaceas, porque si se sigue
el método de Moller, debido a que la mayor parte de nuestras cepas no fer--
mentan la glucosa, el tubo control, en vez de ponerse amarillo, aparecera

de un color gris ligeramente morado, que puede confundirse con la coloracidn
violeta que presenta el medio cuando la prueba es positiva. Sin embargo si-
guiendo la técnica de Thornley los resultados son mas faciles de interpretar,
ya que el medio tomara color pirpura o naranja segn que la prueba sea posi

tiva o negativa.

Hidrolisis de Gelatina.- Fué determinada, sembrando cultivos
jovenes de los microorganismos a estudiar en agua de levadura con 12 % de

gelatina e incubando los tubos sembrados a 30 2 C durante 7 dias.

Produccidén de Sulfhidrico.- Esta prueba fué llevada a cabo,sem
brando cultivos jovenes de las cepas a estudiar en un medio sblido cuya com-

posicidn es la siguiente :

Bacto Triptona 20 g.
Acetato de plomo 0.2 g.
Fosfato dipotasico 2 g.
Tiosulfato sddico 0.08 g.
Agar 15 g.
Agua destilada 1 litro.

La siembra fué realizada en picadura y los tubos sembrados
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fueron incubados a 302 C durante 10 dias.
La formacién de sulfhidrico fué puesta de manifiesto por ennegre
cimiento del medio en la zona de la picadura, debido a la formacion de sulfu-

rc de plomo de color negro.

Hidrolisis de la Urea.-~ La capacidad de los microorganismos

para hidrolizar la urea con liberacién de amoniaco, fué puesta de manifiesto
utilizando el medio recomendado por V.B.D Skerman (109) cuya ccmposi--

cidn es la siguiente :

Bacto peptona

1 g.
NaCl 5 g.
KH,yPCyq 2 g
Gluccsa 1 g.
Rojo fenol 0.012 g.
Agar 20 g.
Agua destilada 1 litro

Se esteriliza a 1212 C durante 15 minutos. Se enfria a 55-60°C
y se le afladen asepticamente, 100 ml, de una solucidén acuosa de urea al 20%
previamente esterilizada por filtracién a través de un filtro Millipore al que
se habia acoplado una placa filtrante tipo H. A de 0.45 u de diametro, capaz
de retener bacterias y levaduras, y se reparte en tubos. La elevacién del ph
originada por la liberacién de amoniaco, se aprecia por un cambio de color

del indicador, de amarillo a rosa.

Crecimiento a_412 C.- Fué déterminado, cultivando los micro
organismos en agua de levadura a 412 C durante 48 horas.
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Reduccidn de Nitratos.- Fué determinada segiin la técnica des-

crita en el Manual of Microbiological Methods (110) que ccnsiste en sembrar

las cepas a ensayar en caldo nitratado cuya composicién es la siguiente :

Bacto Beef Extract

3 g.
Bacto peptona 5 g.
Nitrato potasico 1 g.
Agua destilada 1 litro

Se reparte en tubos y se esteriliza a 121 2C durante 15 minutos.
Los tubos una vez sembrados se incuban a 302 C y una vez desarrollados los
microorganismos en este medio, —‘a cada tubo se le afiaden unas gotas de so-
lucién al 8 por 1,000 de acido sulfamilico en acético 5 N. y unas gotas de

solucién al 5 por 1,000 o -naftilamina en acético 5N,

La aparicidén de color rojo o rosa indica la presencia de nitritos

en el medio,

Resultados.- Pueden observarse en la Tabla 111



TABLA 111

Caracteres fisioldgicos de los cultivos puros

N@ de cepa 5000 |5001 }5002 |5003|5004 |5005 |5006 | 5007} 5008
Oxidasa - - - - - - - - -
Catalasa + + + + + + + ¥ +

Tipoderespiracion | A | A | A |{Aa | Ala|a | Al A

O/F de glucosa - - - - - - - - -
Utilizacidn citrato + + + + + + + + +
Pigm. fluorescentes - ~ - - - - - - -
Piocianina - - - - - - - - -
Argn. dihidrolasa - - - + - - - + -
Gelatinasa + + + - + + + + +
Produccién de SHy - + N - + + + +
Ureasa - + - - + + - - +
Crecimiento 412C + + + - + + + + +

Reduccidn nitratos + + + - + + + + +




TABLA 111 (continuacidn)

N2 de cepa 5009 | 5010 | 5011] 5012| 5013|5014 [5015 ] 5016 {5017
Oxidasa - - - - - - - - -
Catalasa + + + + + + + + +

Tipo de respiracidén A A A A Al A A A|A

O/F de glucosa - - - - - - - - -

Utilizacién citrato + + + + + + + + -

Pigm, Fluorescentes | - - - - - - - - -

Piocianina - - - - - - - - -
Argn. dihidrolasa - - + + - - - - +
Gelatinasa + + + -1 - + + + |+
Produccidn de SH, + - - - + + + + -
Ureasa - - + + + - - - -
Crecimiento 412 C - 1+ + - - + + + |+

Reduccidn nitratos + + + + - - +




TABLA 111 (continuacion)

N¢ de cepa 018 |5019 {5020 |5021 {5022 |5023 {5024 |5025 }5026
Oxidasa - - - - - - - - -
Catalasa t il vl |+l ]+
Tipo de respiracidn A A A A A A A
O/F de glucosa - - - - - - - - -
Utilizacidn citrato - - - +1+ 1+ - - +
Pigm. fluorescentes - - - - - - - - -
Piocianina - - - - - - - - -
Argn. dihidrolasa - - - -1+ 0+ -1+
Gelatinasa + 1+l + P+ 41+ 4+ +1 4+
Produccién de SHj - - - - - - - - -
Ureasa - -+ - - - - - -
Crecimiento 412 C + + ‘ + + |+ + +
Reducciénnitratos (+ | + |+ | +| + | + | +




TABLA 1I1  (continuacion)
N2 de cepa 5027 {5028 {5029 {5030 }5031 {5032 }5033 }5036 |5037
Oxidasa - - - - - - - - -
Catalasa + + + + + + +. +. +
Tipo de respiracion A A A A A A A A
O/F deglucosa - - - - 0 - F - -
Utilizacidn citrato - - + + |+ + + |+ -
Pigm .fluorescentes - - - - - - -
Piocianina - - - - - - - - -
Argn. dihidrolasa - - - - + - + - -
Gelatinasa + + + + - + + + +
Produccion de SHj - - - - - - + - -
Ureasa - - - + - - + - -
Crecimiento 412 C + |+ + - + + 14 -
Reduccidn nitratos + + + 1+ |+ + -




TABLA 1Il (continuacidn)

N2 de cepa 5038 |5040 |5041 | 5042 | 5043 |5044 |5045 [5047 {5048
Oxidasa - - - - - - - - -
Catalasa + 1+l + ]+l +1+ L+ +1+
Tipo respiracion A A A A A A A A A
O/F de glucosa - - - - - - - - F
Utilizacion citrato + 1 + - - + + + |+
Pigm. fluorescentes | - - - - - - - - -
Piocianina - - - - - - - - -
Argn, dihidrolasa - - - - - - - - +
Gelatinasa + + 1+ + - + + -
Produccion de SHy - - - - - - - + +
Ureasa - - - - - - - + -
Crecimiento 412 C - - + + - + + - -
Reduccidn nitratos - - + +1 + - + +




TABLA 111 (continuacidn)

N2 de cepa 50;19 5051 |5052 [5053 |5054 |5055 |5058 F059 F060
Oxidasa + + - - - - - -
Catalasa HEIEIEIEIRIEAR:
Tipo de respiracién A A A A A A A A
O/F de glucosa - 0 - 0 - - F 0
utilizacidn citrato - + +1 +1 + + - +
Pigm.fluorescentes - - - - - - - -
Piocianina - - - - - - - -
Argn. dihidrolasa + + - - - - +
Gelatinasa +1 + +1 4] + +1 +1 +
Produccién de SHy - + +1 + - - - +
Ureasa - + - - - - - +
Crecimiento 412 C + + + + + + +
Reduccion de nitratosl - + + - - +




TABLA 111 (continuacion)

N2 de cepa 5061 15062 |5063 {5064 {5065 {5066 |5067 |5068 50'69
Oxidasa - + - - + + + + +
Catalasa + + + + + + + + +

Tipo de respiracibén A A A A A A A A A

O/F de glucosa - 0 F - 0 0 0 0 0
Utilizacion citrato ' | 4 + |+ + - + + +
Pigm.fluorescentes K - - - - - + + -
Piocianina - -t -t-t-1-1-1-
Argn. dihidrolasa - + - - - + + + -
Gelatinasa + + |+ - + + | + -
Produccion de SHy - - - + + - - -
Ureasa - - - - - + - + -

Crecimiento 412 C + + + - - - - - -

Reduccidn nitratos + - - - - + - - -




TABLA_ 111 (continuacidn)

N@ de cepa 5070 15071 {5072 {5073 {5074 {5075 {5076 |5077 |5078
Oxidasa + + + 1+ + +
Catalasa + + | + + +
Tipo de respiracion A A A A A A A A
O/F de glucosa - 0 - 0 - - - - -
Utilizacidn citrato + + 1+ +1+ | + + | + -
Pigm. fluorescentes | - + - - - - - - -
Piocianina - - - - - - - - -
Argn. dihidrolasa - + - - - - - - -
Gelatinasa - + + - + - - - +
Produccidn ée SH, - - - - - - - - -
Ureasa - + + + - - - - -
Crecimiento 412 C - - + - - - - +
Reduccidn nitratos - - + - + - + -




TABLA 111 (continuacidn)

N2 de cepa 5079 |5080 |5081 |5082 |5083 {5084 }5085 | 5086 {5087
Oxidasa + + | ]+ |+ ]+
Catal.asa + + + + + + +
Tipo de respiracidon A A A A A A A
O/F de glucosa 0 o {o 0o |- -1 - -
Utilizaciéncitrato |4+ |+ |4+ | +1 + 1+ ) +| + | +
Pigm.fluorescentes + + + - - - - - -
Piocianina - - - - - - - - -
Argn. dihidrolasa + + 1+ - - - - - -
Gelatinasa + -1+l +1+1+]+!| +1+
Produccidon de SHy - - - - + + - -
Ureasa - + - - - + - + -
Crecimiento 412 C - - - - - - - - -
Reduccidn nitratos - - - + - + +1 4+ |+




TABL (continuacidn)

N2 de cepa 5088 15089 [5090 {5091 |5092 |5093 5094 | 5095 | 5096
Oxidasa + 4+ |+ + + + + + +
Catalasa + [+ |+ 1+ +H]+ |+ +]+
Tipoderespiracion |A | A |A | Al Aala | a]lala
O/F de glucosa 0 0 0 0 0 F F - -
Utilizacidn citrato + + 1 + 4 + +1 4+ +
Pigm.fluorescentes |4+ |4 |+ | + |+ |+ | +| - | -
Piocianina - - |- - -0 - -1 -1-
Argn. dihidrolasa |+ |4 |4+ | + |4+ |4+ | +] - |-
Gelatinasa + 4+ | + - - |+ + +
Produccién de SH, | - - -1+ + |+ +1+
Ureasa - - - 4+ + 4 + - +
Crecimiento41ec |- |- |- | - |- |+ | +]| -]+
Reduccibn nitratos +4 - - - + - + - -




TABLA 111 (continuacidn) '
N2 de cepa 5097 |5098 {5099 {5100 {5101 {5102 {5103 | 5104} 5105
Oxidasa + L+ |+ ]+ + | +] +]+
Catalasa + + + + 1+ + +
Tipo de respiracién .| A A A A A A A
O/F de glucosa 0 0 0 0 0 0 F 0 -
Utilizacién citrato |+ | + +1+ ] +1 41 +
Pigm. fluorescentes | - - - - - - -
Piocianina - - - - - - - - -
Argn. dihidrolasa - -1+l -0-1-1-1-
Gelatinasa + 1+ 1+ +l+1+ ]+ +1+
ProducciondeSHy |+ |+ |+ | + 1+ |- | +| + | +
Ureasa +l+l+ -+ -+ ]+
Crecimiento 412 C - - - - - - - - +
Reduccidn nitratos + + - - - + -~ + 1+
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TABLA 111 (continuacidn)

N2 de cepa 5106 |5107 | 5108} 5109
Oxidasa + + + +
Catalasa ' +1 4+ + | +
Tipo de respiracidon A A A A
Q/F de glucosa o - 0 -
Utilizacidén citrato +1+1 41+
Pigm, fluorescentes - - - -
Piocianina ' - - - -
Argn. dihidrolasa I - - - -
Gelatinasa + + + +
Produccién de SHy -1 -+ -
Ureasa - - - -
Crecimiento 412 C - + +
Reduccidn nitratos + + +
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Discusidén de los resultados

Todas las cepas aisladas son muy simileres entre si, pues to--
das son de forma bacilar, mbviles, de tamafio comprendido entre 1.5y 4 u
de largo por 0.5- 1 u de ancho, Gram negativas, aerobios estrictos y catala
sa positivos. Aunque, como ya se ha indicado anteriormente, los cocos y
hongos encontrados fueron desechados estos aparecieron en muy escasasoca
siones y en una proporcidn tan pequefia, que la uniformidad de las cepas ais-
ladas puede considérarse como una consecuencia de las técnicasde aislamien
to empleadas, ya que si los aislamientos se hubieran llevado a cabo modifi-
cando parametros tales como ph, temperatura, adicidon de nutrientes, etc...

los microorganismos aislados serian totalmente diferentes.

Atendiendo a su comportamiento frente a la glucosa y segiin sean
oxidasa positivas o negativas, las bacterias aisladas fueron divididas en cua-
tro grupos, perteneciendo al :

Grupo 1 .- Las oxidasa positivas que no fermentan la glucosa

Grupo 2, - Las oxidasa negativas que no fermentan la glucosa.

Grupo 3.~ Las oxidasa positivas que fermentan la glucosa

Grupo 4.- Las oxidasa negativas que fermentan la glucosa.

Al Grupo ], peitenecen 46 cepas, cuyas caracteristicas corres

ponden a las del género Pseudomonas, aunque su capacidad para desarrollar

se en metanol, las aparta de un gran niimero de ellos, pues Stanier y col.(111)
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despues de llevar a cabo un estudio taxondmico detallado de 267 estirpes de
Pseudomonas, llegaron a la conclusidén de que ninguna de ellas era capaz
de utilizar metanol como fuente de carbono. Aunque los Pseudomonas capa
ces de utilizar metanol constituyen un grupo muy restringido, no es extrafio
que gran parte de las bacterias aisladas pertenezcan a este grupo, si se tie-
ne en cuenta que, como ya se ha indicado anteriormente, debido a las condi -
ciones en que fueron realizados los aislamientos, los micrporganismos que

no eran capaces de utilizar metanol no pudieron desarrollarse.

De estas 46 cepas, 14 son capaces de producir pigmentos fluo-
rescentes en Pseudomonas Agar F (Difco) poseen arginina dihidrolasa y son
incapaces de crecer a 412 C. De estas cepas, 1] hidrolizan la gelatina, por
lo que se asemejan bastante al Pseudomonas fluorescens , mientras que las

tres restantes por no hidrolizarla, se parecen méas al Pseudomonas putida,

De las 31 cepas de este grupo, que no producen pigmentos fluo-
rescentes, 23 carecen de arginina dihidrolasa y son capaces de hidrolizar la
gelatina, por lo que siguiendo la clave de clasificacién de Pseudomonas dela
octava edicidon del Bergey's manual of determinative bacteriology, (20) po-
drian estar encuadradas en el apartado 2 de la seccidén 11 o ser consideradas

como estirpes de Pseudomonas facilis , que es la {inica especie pertenecien

te a la seccidon 111 capaz de hidrolizar la gelatina. 16 de estas cepas son
incapaces de crecer a 412 C por lo que se asemejan bantante al Pseudomonas
facilis, mientras que las otras 7 por crecer a 412 C podrian quedar encua-

drados en el apartado 2 de la seccidn 11, pareciendose bastante al Pseudo--

emas cepacia, sinénimo de Pseudomonas multivorans (Stanier) aunque se

diferencian de &l entre otras cosas, por no formar ningin tipo de pigmento
en el medio de King (A y B)
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Al grupo de bacterias que no producen pigmentos fluorescentes
pertenecen también 6 cepas que por ser incapaces de hidrolizar la gelatina y
no poseer arginina dihidr;olasa pueden ser encuadradas en la seccidn 111 o
bién ser consideradas como estirpes de Pgseudomonas stutzeri 5 de estas
cepas por ser incapaces de crecer a 412 C pueden considerarse semejantes
a las especies de Pseuciomgngg incluidas en la seccién 111 de la clave de cla
sificacidn del Bergey's manual, mientras que la sexta por ser capaz de creg

cer a 412 C se parece bastante al Pseudomonas stutzeri , del que se dife-

rencia en que no for ma nunca colonias rugosas. Debido a que esta cepa
(5.073) es la méas interesante para nosotros por ser la que alcanzd un mayor
desarrollo celular en el estudio comparativo anteriormente realizado, fuées

tudiada con mas detenimiento como se vera mas adelante.

Las cepas restantes de este grupo, por ser capaces de hidroli-
zar la gelatina, poseer arginina dihidrolasa y crecer a 412 C se asemejan al
Pseudomonas alcaligenes y a los capaces de hidrolizar la gelatina incluidos

en el apartado 1 de la seccidon 11 de la clave de Bergey's manual (20)

Al Grupo 2, pertenecen 50 cepas que por ser oxidasa negativas
no fermentar la glucosa y formar colonias de color rosa, incrementandose el
color con la edad, parecen similares a las bacterias capaces de utilizar meta
nol, estudiadas por P.K. Stocks y C.S. McCleskey {112) quienes compararm
las caracteristicas de cepas aisladas por ellos con las de_Pseudomongs metha
nica (26, Pseudomonas AM-1 (88), Pseudomonas PRL-W4 (52) Protamingbac-
ter ruber, y Vibrio extorguens, llegando a la conclusidn de que morfoldgica
y fisivldogicamente todas eran lo suficientemente similares entre si, como pa
ra poder considerarlas estirpes de una misma especie. Como especie tipo

propusieron Vibrio extorguens, mientras no se encuentre una afiliacion
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genérica méas apropiada para estas especies.

Al Grupo 3, pertenecen 2 cepas que por ser oxidasa positivas,
poseer arginina dihidrolasa, ser capaces de hidrolizar la gelatina,nocrecera
419 C y producir pigmentos fluorescentes en Pseudomonas Agar F (Difco) po

drian considerarse semejantes al Pseudomonas fluorescens, pero debido a

que fermentan la glucosa pensamos que quizéa se asemejen mas a las especies
del género Aeromonas, y una que por no poseer arginina dihidrolasa, hidrg
lizar la gelatina y no crecer a 412 C se parece al Pseudomonas fscilis, del

que se diferencia en que fermenta la glucosa.

Al Grupo 4, pertenecen 5 cepas que comparten caracteristicas
en Enteroabacteriaceas y de Pseudomonas, ya que si por ser oxidasa nega-
tivas y fermentar la glucosa parece que se aproximan a las Enterobacteria-
ceas, otras caracteristicas tales como la de ser aerobios estrictos, las
asemejan a los Pseudomonas. Debido a su pequefio nimero y a que para no-
sotros apenas tienen interés por presentar escaso desarrollo en metanol, no

han sido estudiadas con mas detenimiento.

Agrupando las cepas pertenecientes a cada uno de estos grupos
seglin su mayor o menor capacidad para desarrollarse sobre metanol, en-
contramos que como puede verse en la Tabla IV de las 46 cepas del 12 grupo
2 presentan un crecimiento muy bueno en metanol, y 8 lo presentan bueno,
por lo que son 10 las cepas de este grupo que presentan un desarrollo acep-
table. Estas cepas representan el 22% de las bacterias de este grupo, mien
tras que las que presentan crecimiento regular constituyen el 37 % y las de

crecimiento escaso el 41 %
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De las 50 cepas pertenecientes al 22 grupo, ninguna presenta
desarrollo muy bueno en metanol, mientras que 6 lo presentan bueno, por
lo que en este grupo, las bacterias que son capaces de desarrollarse en me-
tanol de una manera aceptable, se encuentran en la proporcién del 12 %,
siendo el porcentaje de las que presentan regular y escaso crecimiento 36y

52 % respectivamente.

A los grupos 32 y 42 pertenecen 7 cepas ninguna de las cuales
es capaz de desarrollarse sobre metanol de una manera aceptable, por lo que

para nosotros carecen de intereés.

A la vista de estos resultados, puede observarse que es en el
12 grupo en el que se encuentra la mayor proporcion de bacterias, cuyo de-
sarrollo sobre metanol es bueno, siendo la proporcion de bacterias que pre-
sentan desarrollo escaso, mayor en lés restantes grupos, Por esta razon
las cepas pertenecientes a los grupos 22, 32 y 492, han sido consideradas
de escaso interés en este trabajo, aunque posiblemente en otra ocasién se--
ran estudiadas sus posibilidades de produccidon de biomasa, pues existe la
posibilidad de mejorar su desarrollo sobre metanol, modificando el medio

o las condiciones de cultivo.

Caracteristicas fisioldjicas de la cepa 5,073

De las bacterias pertenecientes al 12 grupo, la 5.073 ha sido
la mas estudiada, por ser la que como puede verse en la Tabla II, la que
presenta un mayor desarrollo celular sobre metanol habiéndose realizado

con ella, para conseguir un mejor encuadramiento de la misma, una serie
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de pruebas complementarias, tales como : hidrdlisis de almidon, denitrifi-
cacidn, asimilacién de compuestos carbonados, etc. las cuales fueron reali

zadas, siguiendo las técnicas recomendadas por Stanier y col. (111)

Las caracteristicas fisioldgicas de la cepa 5.073 aparecen re-
sumidas en la Tabla V, en la que puede apreciarse que la cepa 5.073 por ca-
recer de arginina dihidrolasa, no hidrolizar la gelatina, crecer a 41 ¢ C,,
producir fuerte denitrificacidn, no necesitar factores de crecimiento, poder
utilizar amonio o nitrato como fuente de nitrdgeno, y ser capaz de crecer en
maltosa y almiddn se parece bastante al Pseudomonas stutzeri, pero se dife
rencia de ¢l ademas de por ser capaz de crecer en metanol, por no formar
las colonias rugosas tipicas del Pseudomonas, stutzeri, y por ser capaz de

" utilizar arginina como finica fuente de carbono y enérgia, caracteristica que
la asemeja al Pseudomonas multivorans , de el que se diferencia entre otras
cosas, por no hidrolizar la gelatina, utilizar almidén como fuente de carbo-
no, y no formar ningin tipo de pigmento en el medio de King (A y B). Para
aclarar mas la situacidon taxondmica de esta cepa, seréa necesario realizar
otras pruebas como tincidn de flagelos, determinacién del tanto por ciento
de guanina y citosina en el ADN, determinacién de acumulacién de acido

poli-p - hidroxibutirico, etc... lo cual sera objeto de un trabajo posterior.

La cepa 5.073 se diferencia de otras Pseudomonas capaces de
utlizar metanol, como las estudiadas por P.K. Stocks y C.S. McCleskey
(112) por ser oxidasa positiva, no reducir los nitratos a nitritos y poseer
ureasa. Mas se parece al Pseudomonas A, descrito por Y. Miura y col.(78)
de el que se diferencia solamente por producir denitrificacidn vigorosa y ser

capaz de crecer a ph 5y 10,



TABL 1V

Capacidad de desarrollo sobre metanol de las

cepas oxidasa {, que no fermentan la glucosa

Desarrollo sobre

metanol N2 de cepas
b+

4+ 8

++ 17

+ 19

Capacidad de desarrolb sobre metanol de las

cepas oxidasa - que no fermentan la glucosa.

Desarrollo sobre

metanol N2 de cepas

++++
+++
++ 18
+ ) 26




TABLA

IV (continuacion)

Capacidad de desarrollo sobre metanol de las

cepas oxidasa  que fermentan la glucosa.

Desarrollo sobre

metanol N@ de cepas
4+ 0
+++ 0
+4 t

+ 2

Capacidad de desarrollo sobre metanol de las

cepas oxidasa ~ que fermentan la glucosa.

Desarrollo sobre

+

metanol N@ de cepas
F++ 4+ 0
+++ 0
++ 0

4




TABLA V

Caracteres fisioldgicos de la cepa 5.073

Tipo de respiracion : aerobia

O/F de glucosa
Arginina dihidrolasa
Hidrolisis de gelatina
Produccién de SHj
Ureasa

Reduccidn de nitratos
Denitrificacion
Hidrolisis de almidon
ilizacidn de citrato
Crecimiento a 412 C
Crecimientoa 42 C
Crecimiento a ph4
Crecimiento a ph 10
Crecimiento NaCl 6.5 %
Pigm. fluorescentes
Piocianina

Oxidasa

Catalasa

+ + + +

+ +



TABLA V

Asimilacion de compuestos carbonados

Glucosa
Maltosa
Manosa
Melibiosa
Lactosa
Levulosa
Xilosa
Galactosa
Esculina
Almidbn
Arginina
Formaldehido
Etanol
Glicerol
Sorbitol
Acetato
Oxalato

Peptona

(continuacidn)

+ + + + 4+ + + + + + +

+ + + +
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CARACTERISTICAS DE DESARROLLO DE LA CEPA 5,073 COMO ESTU-
DIO PREVIO AL ENSAYO EN PLANTA SEMI-PILOTO

Con objeto de establecer unas condiciones standard que sean vali-
das para el desarrolld de la cepa 5.073 en un fermentador a escala semi-pilo
to, es necesario conocer la influ_encia que ciertos factores como ph, tempe-
ratura, adicidn de nutrientes, etc... ejercen sobre el desarrollo de la cita-

da cepa.

Todos los ensayos fueron realizados en ampollas en agitacién, uti-
lizando, salvo en los casos en que se indique lo contrario, como medio base,

el empleado por C.Anthony y L..J. Zatman para el cultivo de Pseudomonas sp

M-27 (5) sustituyendo el sulfato aménico por fosfato.triambnico,

Efecto del ph. Fué determinado, sembrando la cepa 5.073 en am
pollas que contenian agua de levadura ajustada a diferentes ph con CIH N 6
NaOH N, e incubando dichas ampollas en agitacién a 302 C., El crecimien
to fué medido turbidimetricamente a una longitud de onda de 660 nm. demos-
trandose que dicha cepa es incapaz de crecer a ph inferior a 5, desarrollan

dose bien a ph comprendido entre 5 y 10, siendo el bptimo 7.

Efecto de la temperatura. Fué determinado sembrando la cepa

5.073 en ampollas que contenfian 100 ml. del medio a base de sales minera-
les y metanol, anteriormente citado e incubandodichas ampollas en agitador

a diferentes temperaturas.

Esta cepa es incapaz de crecer a una temperatura inferior a 102 C
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y superior a 422 C, correspondiendo como puede verse en la fig. 1 el maxi-

mo crecimiento a una temperatura de 302 C,

Efecto de la concentracidon de inoculo. Fué determinado sembran-

do diferentes cantidades de inoculo en ampollas que contenian el medio a ba-
se de sales minerales y metanol ya citado, e incubando dichas ampollas en -

agitaciéon a 302 C.

Las cantidades de inoculo sembradas fueron las que aproximadamen
te correspondian a 0.4, 0’2, y 0.04 g/L de materia seca, que segiin una sg
rie de determinaciones previamente realizadas corresponden respectivamen-
tead.8-5.6 x 109;2.4-2.8 x 105 y 4.8-5.6 x 105 células/c.c. y die

ron lugar a unas densidades opticas iniciales de 1, 0.5 y 0.1 respectivamente

Como en los casos anteriores el desarrollo fué sequido mediante

medidas turbidimétricas realizadas a una longitud de onda de 660 nm.

Observando los resultados representados graficamente en la fig.2
se puede apreciar que la cantidad de inoculo mas adecuada es la que corres-
ponde a una densidad optica de 0.5 pues a menor proporcién de inoculo el
crecimiento es mas lento, y con mayor cantidad, aunque el desarrollo es al

go mas rapido, la diferencia es escasa.

Efecto de la concentracidn_de metanol.

Fué determinado, sembrando proporciones de inoculo equivalentes
a 0.2 g/L. de materia seca, en ampollas que contenian un medio a base de

sales minerales y metanol, este en diferentes concentraciones, e incubando
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dichas ampollas en un agitador de vaivén a 302 C.

El crecimiento fué observado, mediante medidas turbidimétricas,
realizadas a una longitud de onda de 660 nm, utilizando como blanco agua -~

destilada,

Los resultados aparecen representados graficamente en la fig. 3
en la que puede apreciarse que el crecimiento aumenta al aumentar la concen
tracidn de metanol, pero a una concentracidén de metanol superior al 0.5 %,
el crecimiento desciende, debido a la accidn inhibitoria del metanol, siendo
esta cepa incapaz de crecer en un medio de cultivo que contenga metanol en

una proporcién del 6 %,

Efecto del extracto de levadura. Fué estudiado sembrando la ce-
pa 5.073 en una ampolla que contenia 100 ml, del medio de cultivo a base de
sales minerales y metanol, ya citado (ver pag. 77) al que le fueron afiadi--
dos 0.5 g % de extracto de levadura (Difco) e incubando dicha ampolla a 32

C. en agitacibén

El desarrollo celular fué seguido como en los casos anteriores por

turbidimetria.

El crecimiento obtenido fué comparado con el conseguido cultivan-
do esta cepa en idénticas condiciones de agitacion y temperatura, en el mis-
mo medio de cultivo, pero sin extracto de levadura, comprobandose que co -
mo puede apreciarse en la fig. 4 el extracto de levadura estimula considera

blemente el crecimiento de la cepa en estudio.
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Efecto del Corn Steep Liguor. Por un procedimiento analogo al

indicado en el ensayo anterior, se pudo comprobar que el Corn Steep Liquor

en la proporcién del 1 % apenas afectaba al crecimiento de la cepa 5.073.
Efecto de algunas vitaminas. Con objeto de conocer la influencia

que las vitaminas podrian ejercer en el crecimiento de la cepa 5.073, fueron

ensayadas una serie de vitaminas en la proporcién de 25 mg/L.

Como en los casos anteriores, los ensayos fueron realizados en
ampollas en agitacidon, a 302 C, utilizando como medio de cultivo, el com--
puesto a base de sales mimerales y metanol ya citado, al que le fueron afiadi-

dos 25 mg/L de la vitamina a ensayar.

Las vitaminas ensayadas fueron : Tiamina, Riboflavina, biotina,
inositol, pantotenato céalcico y una mezcla de clorhidrato de tiamina, clorhi-

drato de piridoxina e hidroxicobalamina.

Debido a que las vitaminas no se pueden esterilizar por calor, es-
tas fueron afiadidas al medio de cultivo en forma de solucién acuosa previa--
mente esterilizada por filtracidn amicrobica, a través de un filtro Milipore
de 100 ml. de capacidad, al que le fué acoplado una placa filtrante tipo H.A.

de 0.45 u de didametro, capaz de retener todo tipo de microorganismos.

De los resultados obtenidos, representados en la fig. 5 puede dedu

cirse que ninguna de las vitaminas ensayadas afecta al crecimiento de la cepa

5.073.

Efecto de alqunos aminoacidos. Por un procedimiento similar al
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de los ensayos anteriores, fué estudiada la influencia que sobre el desarro-
llo de la cepa 5.073 ejercian aminoacidos tales como : glicocola, fenilalani-
- na, triptofano y metionina, pudiendose comprobar, como puede apreciarse
en la fig. 6 que la metionina inhibe el crecimiento de la citada cépa, mien-
tras que glicocola fenilalanina y triptofano no afectan al crecimiento. Estos

aminoacidos fueron utilizados en la proporcion de 0.2 g/L.

Crecimiento en diferentes medios. Teniendo en cuenta que, co-

mo ya se ha indicado anteriormente, la cepa 5.073 pertenece al género Pseu-

domonas , y con objeto de encontrar un medio ¢n el que pudiera ser rentable

cultivar la mencionada cepa con el fin de obtener proteinas, fueron ensayados
diversos medios, utilizados por distintos investigadores en la produccién de

biomasa a partir de diferentes especies del género Pscudomonas.

Los medios que fueron ensayados son los siguientes :

Medio ). Utilizado por S. Yamada y col. (132) para el cultivo

de Pseudomonas putida 981 y cuya composicién es la siguiente :

Extracto de levadura

5 g.
(NH4)ZSO4 3 g
KHaPO, ' 4 g.
K2HPOy4 3 9.
MgSO47H,0 0.1 g.
Al (SO4)3 0.5 mg.

FeSO47H,0 0.5 mg.
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ZnSO4 TH,0 0.5 mg.
Agua destilada 1 litro.

El ph se ajusta a 7 con ph-metro radiometer modelo PHM 22 y
se esteriliza a 121 © C durante 15 minutos. Antes de inocularle se le ailade

. el metanol en una proporciéon de 0.5 %

Medig 2. Utilizado por P. Praeve y D. Sukatsch (90) para sl

cultivo de Pseudomonas ATCC 31.061 y cuya composicion es la siguiente :

(NHg) S0, 1 g
KH,PO,4 0.4 g.
NagHPO,4 12H50 0.2 g.
MgS04 7H,0 0.02g.
KCl 0.02g.
Agua destilada 1 litro
El ph se ajusta @ 7. Se esteriliza a 121 2C durante 15 minu

tos y una vez frio se le afiaden 0.5 ml. de metanol por cada 100 ml. de medio.

Medio 3. Utilizado por la Phillips Petroleum Company (89)

para el cultivo de bacterias y levaduras, cuya composicién es la siguiente :

H3PO4 (85%) 2. ml
KCl 1 g
Mg50,4 7H,0 1.5 g.
CaCl, 2H,0 _ 0.2 g.
Na CI 0.1 g.
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Solucidon de elementos
traza 5 ml,

Agua destilada 1 litro

. . . ..
La solucidén de elementos traza tiene la siguiente composicion:

CuSO4 5H50 0.06 g.
K1 0.08 g.
FeCl3 6H20 4.8 g.
MnSO4 H0 0.3 g.
NajyMoOy 2H20 0.2 g.
ZnS04 TH,0 2 g.
H3;BO3 ’ 0.02 g

Agua destilada 1 litro

Como fuente de N se emplea NH4OH en una cantidad que de-

pende del ph deseado.

Al ajustar el ph a 7 (ph 6ptimo para el crecimiento de la cepa
5.073) se produce una lenta precipitacidon, posiblementc de ortofosfato amonico
magnesico, que puede dificultar la asimilacién de los diferentes nutrientes

por el microorganismo, por lo que es necesario ajustar el ph a 6

Se esteriliza a 121 2 C durante 15 minutos y antes de inocular.

le se le afiade el metanol en la proporcion del 0.5 %:

Medio 4. de composicidn similar al anterior del que se di-

ferencia en que el NHq OH ha sido sustituido por (NH4)3 POy, ya que de este
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modo el medio es mas comodo de preparar,

Mecdio 5. Utilizado por K, Yamanouchi (134) para el cultivo

de Pseudomonas methylophilus y cuya composicion es la siguiente :

KH,PO4 10 g.
K,HPO4 70 g.
MgS04 7TH0 S g.
(NHg),S04 30 g.
FeSO4 7TH20 0.01g.
MnS04 4H20 ) 0.01g.
Agua destilada 1 litro

Por la misma razdn que en el caso anterior, el ph se ajusta a
6

» se esteriliza a 121 2 C durante 15 minutos y se le afiaden 0.5 ml. de mge

tanol por cada 100 ml. de medio.,

Medio_6. Utilizado por G. Terui y col. (114) para el cultivo

de Pscudomonas methanolica y cuya composicidén en la siguiente :

KH,POy 0.5 g.
(NH4),HPO, 2 g.
MgS0O4 7TH,O 0.2 g.
KCl 0.1 g.
FeS04 7TH20 ’ 0.01 gq.

Agua destilada 1 litro
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Se ajusta el ph a 7 y se esteriliza a 121 2 C durante 15 minu-

tos. El metanol se afiade en la proporcion del 0.5 %

Medio 7 Utilizado por A. Yoshikawa (136) para el cultivo de

Pscudomonas methanogluconica.

(NHg)2 HPO4
KH,PO4
MgS04 TH20
NaCl

CaCly 2H0
FeS04 7TH0
ZnS04 TH0
MnCl3 4H,0
CuS045H,0
Agua destilada

El ph se ajusta a 7.

3 g.
4 g.
0.4 g.
5 g.
5 mg
20 mg
5 mg
2 mg.
0.2 mg.
1 litro

Su composicidon es la siguiente :

Se estériliza a 121 2 C durante 15 minu-

tos. Como en los medios anteriormente descritos el metanol se afiade, en

la proporciéon de 0.5 %

Los ensayos fueron llevados a cabo, sembrando la cepa 5.073

en ampollas que contenian los diferentes medios e incubando dichas ampollas

en agitaciéon a 302 C durante 96 horas.

El desarrollo celular fué seguido, lo mismo que en los ensa-

yos anteriores, midiendo la densidad optica a una longitud de onda de 660 nm
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Los resultados obtenidos aparecen represcentados en la fig, 7
en la que puede apreciarse que el maximo desarrollo se consiguid en los me

dios 3 y 4, mientras que en el medio 2 el crecimiento es minimo.
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Discusidon de los resultados

Estudiando ¢l efecto que parametros tales como ph, tempera-
tura, adicidbn de nutrientes, etc,.. ejercen en el desarrollo de la cepa5.073
podemos observar que esta cepa es incapaz de crecer a ph inferior a 5, lo -
grandose el maximo crecimiento a ph 7. Debido a que algunas sales de los
medios 3 y 4 (medios en los que se consiguid-un mayor desarrollo de la cepa
5.073) precipitan al ajustar el ph a 7, cuando se “4tilicen dichos medios el ph
se ajustara a 6, ya que a este ph las sales no precipitan y el crecimiento so~

lo es ligeramente inferior al conseguido a ph 7.

La cepa 5.073 es incapaz de crecer a una temperatura infe-
rior a 102 C y superior a 422 C, siendo 302 C la temperatura Optima de cre
cimiento. Como puede observarse en la fig. 1, el desarrollo de esta cepa

a 282 C es mayor que a 322 y 352 C.

Como puede verse cn la fig. 2 la cantidad de inoculo mas ade-
cuada es la correspondiente a 0.2 g/L de materia seca, que aproximadamen
te equivale a 2.4 - 2.8 x106 celulas/c.t. pues cuando la cantidad de itocu
lo es menor, el desarrollo alcanzado es mas lento y cuando es mayor, atn-

que el crecimiento es algo mas rapido, apenas hay diferencia.

El maximo desarrollo celular se consigue cuando la concertra
cion de metanol en el medio es 0.5 %, pues como puede observarse en la
fig. 3 a medida que se aumenta la concentraciéon de metanol, aumenta el de-
sarrollo, pero por encima del 0.5 % a medida que aumenta la cantidad de me
tanol disminuye el crecimiento, siendo éste nulo cuando el metanol se en-

cuentra en la proporcidon del 6 % .
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En cuanto a nutrientes puede apreciarse que asi como el extrag
to de levadura favorece ostensiblemente el crecimiento de la cepa 5.073, ni
el Corn Steep Liquor, ni ninguna de las vitaminas ensayadas parecen afectar
al desarrollo de dicha cepa. De los aminoacidos estudiados ninguno parece
afectar al crecimienvto de esta cepa, excepto la metionina que como puede -~

verse en la fig. 6 ejerce una accidn inhibidora.

Como puede apreciarse en la fig. 7 de entre todos los medios
ensayados el maximo crecimiento se consigue con los medios 3 y 4, los cua
les se diferencian entre si unicamente en la fuente de nitrdgeno, que en el mg
dio 3 es NHJOH yenel 4 (NHg)3PO4. El hecho de que no haya apenas
diferencias entre los rendimientos conseguidos con ambos medios, indica que
el empleo de NH4OH & (NH4)3PO4 como fuente de nitrdgeno no afecta al -~
crecimiento de la cepa 5.073, por lo que es preferible utilizar el medio 4
ya que éste es mas comodo de preparar. También puede observarse que
el menor crecimiento corresponde a los medios 2 y 5 en los que lo mis-
mo que en el medio 1, la fuente de nitrdgeno es sulfato amdnico, mientras
que en los demés, excepto en el 3 es fosfato amdnico. Esto indica que aun-
que esta cepa es capaz de utilizar ambas fuentes de nitrogeno, el fosfato amo
nico favorece su desarrollo, pues aunque el desarrollo alcanzado en el me-
dio 1 es casi similar al conseguido en los medios 3 y 4, probablemente es
debido al extracto de levadura, que como ya se ha indicado anteriormente,
favorece el desarrollo de la cepa 5.073 de una manera considerable, y no a
la fuente de nitrbgeno. Observando la composicidn de los diferentes medios,
puede comprobarse que el medio 2 es el Gnico que no tiene sulfato de hierro,
lo que nos indica que el hierro es un elemento indispensable para el buen de-
sarrollo de esta cepa. El mejor crecimiento logrado en los medios 3 y 4,

posiblemente es debido a que el molibdeno y el boro, afin en pequeiias canti-
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dades, son capaces de estimular el desarrollo celular, ya que los demés

medios carecen de estos elementos,
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DESARROLLO EN PLANTA SEMI-PILOTO DE LA CEPA 5.073

Los ensayos realizados a escala semi-piloto con la cepa 5.073
se iniciaron a partir de las condiciones de cultivo previamente establecidas,
y fueron llevados a cabo en un fermentedor‘Chepmap modelo G.F. 0007, de
7 litros de capacdiad, con un volimen {itil de 4 - 5 litros, cuyo esquema

puede observarse en la fig, 9.

El desarrollo celular fuée seguido a lo largo del proceso, como
en los ensayos anteriores, midiendo la densidad dptica del medio de cultivo
a una longitud de onda de 660 nm., En los casos en que fué necesario, se
determind el peso seco, tomando 10.ml. del cultivo y centrifugandolos entu
bos previamente tarados, durante 15 minutos a 9.000 r.p.m. en una centri-
fuga Sorvall RC 2-B provista de programador automatico de aceleracion y
frenado. Los sedimentos obtenidos se lavaron dos veces con agua destila-
da repitiendose la centrifugacidon en las mismas condiciones. Los tubos con
los sedimentos asi obienidos, se secaron en una estufa modelo Normatest a

100 @ C hasta peso constante (12 horas).

Con el fin de poder establecer facilmente una relacion entre

densidades dptica y gramos/Litro de materia seca, de tal modo que cono-
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ciendo la densidad optica tuvieramos una idea aproximada de los gramos/li-
tro a que corresponde, sin necesidad de determinar el peso seco, se tomg
ron una serie de muestras, de cada una de las cualeé, se midid la densidad
dptica y determind el peso seco. Los datos obtenidos fueron ajustados por
minimos cuadrados a una recta Je tipo Y= AX | B obteniéndose que A
es igual 2 0.3226 y B a -0.3024, siendo el coeficiente de correlacidn ---
0.9970. La representacidon grafica puede verse en la fig. 8. Esta recta
aunque no es demasiado exacta nos ha sido de gran utilidad para seguir el de

sarrollo de los cullivos de una manera bastante aproximada.

Descripcidon_del fermentador : El fermentador utilizado cons

ta de las siguientes partes :

Un cilindro de vidrio C acoplado a presién mediante juntas
toricas ala base B y tapa T del fermentador, que lo mismo que el cuerpo in
terior del fermentador y los accesorios que estan en contacto con el medio

de cultivo, son de acero inoxidable,

Un sistema de agitaqifm formado por un eje central E, con pa
letas inclinadas P, que producen un reciclado alrededor del cuerpo central
de termostatizacion Z, que esta movido por un motor M, de corriente con-

tinua, con regulacion electrénica de 0 a 3.000 r.p.m

Un refrigerante de acero inoxidable R (en el esquema apare-
ce a escala reducida) y un filtro de acero sinterizado a través del cual se

verifica la salida de gases.
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Un cuerpo central hueco Z a través del cual pasa un flujo cons
tante de agua, que puede ser calentada mediante resistencias eléectricas, cu-
ya conexidn esta regulada y controlada electricamente por un termdmetro de
contacto, con lo que se consigue la regulacién de temperatura entre la del -

ambiente y 502 C con un error inferior a 0.52 C.

Un electrodo combinado de ph, dotado de camara de presuri-
zacidn, consiguiéndose el ajuste de ph con una precision de t 0.1 mediante un
controlador proporcional y la adicion de reactivos correctores por medio de

bombas peristalticas reguladas,

Un sistema de control de espuma que es doble, pues consta de
discos rompedores de espuma D y de sonda que acciona la adicidn de anties

pumante mediante una bomba peristaltica regulada.

La aireacidn se consigue mediante una linea de aire comprimi
do filtrado a traves de un filtro de acero sinterizado. La regulacion de aire

se verifica mediante un rotametro graduado en % entre 0 y 17 L/m.

La tapa T del fermentador cuyo esquema pueder verse en la
fig. 10, tiene 9 orificios que permiten la introduccion de los instrumentos de
medida de temperatura, ph, etc... de una manera estéril. Numerados del

1 al 9 estos orificios corresponden :

El 1 a la entrada del electrodo de oxigeno.
El 2 a la entrada de medio, reactivos, etc...

El 3 a la entrada del termémetro de contacto
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El 4 a la cntrada de la sonda de ph

El 5 a la entrada del sensor de temperatura y los reactivos co-
rrectores de ph

El 6 a la entrada de aire

El 7 a la entrada de sonda antiespumante

El 8 al orificio de toma de muestras

Ei 9 a la entrada del refrigerante.

Este fermentador esta provisto de un medidor y registrador

multicanal para los parametros temperatura, ph y oxigeno disuelto.

La esterilizacion del fermentador es simple y se puede reali-
zar de dos maneras : inlroduciendo vapor en el interior del fermentador, a
la vez que se coloca la cubierta metalica protectora que le aisla de la tem-

peratura ambiente, o desmontandolo y esterilizandolo en autoclave.

Para la realizacion de este trabajo hemos dispuesto de dos fer
mentadores exactamente iguales, que nos han permitido, en los casos en que
fué necesario, hacer ensayos paralelos, modificando alguno de los parame-

tros segiin convenga.

El medio de cultivo utilizado en estos ensayos fué el 4, cuya

., . . . .
composicion a base de sales minerales y metanol, fué descrita anteriormen-

te. Este medio fué elegido por las razones siguientes :

12) Como puede apreciarse observando los resultados obteni-
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dos en los ensayos anteriormente realizados, es de entre todos los medios

ensayados, en el que la cepa 5.073 presentd un mayor desarrollo celular,
22) Es un medio sintético y por tanto facilmente reproducible
32) No presenta problemas de formacidén de espuma, lo que

hace innecesaria la adicién de antiespumantes.

Preparacidon del inoculo. El inoculo fué preparado, sembran

do aproximadamente 0.1 gramos de la tierra en que se hallaba conservada
la cepa §.073, en una ampolla que contenia 100 ml. de medio e incubando di
cha ampolla en agitacidén a 302 C. Cuando este cultivo alcanzd la fase loga
ritmica de crecimiento fué utilizado como inoculo de una ampolla de 2 litros
de capacidad que contenia 1 litro de medio y que fué incubada lo mismo que
la anterior a 302 C en agitacion. El cultivo asf obtenido fué utilizado como
indculo. La cantidad de inoculo sembrado fué la que aproximadamente edu_i_
valiaa 2.4-2.8 x 106 células/c.c. que segiin una serie de determina-
ciones anteriormente realizadas correspondia a 0.2 g/L de materia seca y
did una densidad 6ptica inicial de 0.5 medida a una longitud de onda de --
660 nm.
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Fig. 9 Esquema del Fermentador Chepmap
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Fig. 10 Esquema de la tapa del Fermentador

n? 1 Electrodo de oxigeno

n? 2 Entrada de medio, reactivos, etc...

n? 3 Termometro de contacto

n? 4 Sonda de ph

n? 5 Sensor de temperatura y entrada de reactivos correc-
tores de ph

n? 6 Entrada de aire

n? 7 Sonda antiespumante

Toma de muestras
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Rendimiento Teorico

_ Aunque el rendimiento tebrico (g de biomasa/g de sustrato)
puede ser determinado en funcidn del nimero de moles de ATP producidos
durante el metabolismo del sustrato, de la cantidad de oxigeno consumida,
del cambio de entalpia en el medio, debido &l crecimiento, del contenido de
electrones utilizables del sustrato y del contenido en carbono del sustrato,
B.J. Abbot (1) recomienda la utilizacion de los dos iltimos métodos, ya
que estos por basarse solamente en la composicién molecular del sustrato
y en una constante empirica, no requieren medidas experimentales, ni nin
gin tipo de suposiciones, a la vez que pueden ser aplicados a un gran nimge

ro de sustratos y microorganismos.

El contenido de electrones utilizables es una medida del gra-
do de reduccién (u oxidacién) del sustrato y representa el nimero de elec-
trones del sustrato que pueden ser transferidos al oxigeno en la combustién
Se determina multiplicando por 4 el nimero de moles de oxigeno necesarios
para la completa combustion del sustrato. En el caso del metanol la reac-

" .
cion seria :

CH3OH + 1.5§09 = CO3 + 2H0

luego el nimero de electrones utilizables seria 1.5 x 4 = 6, pero debido
a que segin B.J. Abbot, 2 de estos electrones no son utilizados en la pro
duccidn de biomasa, el nimero de electrones utilizables queda reducido a 4.
Teniendo en cuenta que varios investigadores después de realizar una serie
de medidas de produccidén de biomasa a partir de gran variedad de sustratos
llegaron a la conclusién de que 3. 14g.de biomasa se producian por cada elec

tron utilizable de un mol de sustrato, podemos calcular que por cada mol de
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metanol (32 g.) se produciran 3.14 x 4. 12,56 g. de biomasa o sea por ca-

da gramo de metanol 0,39 g. de biomasa.

Para la determinacidn del rendimiento teorico segun el conteni
do en carbono del sustrato hay que tener en cuenta que existe un factor cons
tante de produccidon comin a azicares polihidricos, alcoholes y parafinas,
cuyo valor es 1.1 g. de biomasa por gramo de carbono. Teniendo este en
cuenta, si | g. de carbono produce 1.1 g. de biomasa, 12 g. de carbono ,
produciran 13.2 g. de biomasa, lo que eq\;ivele a 0.41 g. de biomasa por

gramo de metanol,

En el caso del metanol el rendimiento tedrico, calculado por
cualquiera de los dos procedimientos indicados, se encuentra prdximo a los

0.4 g. de biomasa/ g. de metanol.
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Curva de crecimiento de la cepa 5.073 en fermentador

Fué realizada, cultivando la cepa 5.073 en el fermentador ante

riormente descrito, utilizando como medio decultivo el 4.

El fermentador de 7 litros de capacidad, previamente esteriliza
do y enfriado, se llend con 6 litros de medio, con el fin de reducir lo mas
posible las superficies internas del fermentador que no estuvieran cubiertas
por el medio de cultivo, pues debido a su caréacter altamente aerobio, la ce
pa 5.073 tiene gran tendencia a formar velo sobre dichas superficies, y por
tanto si se quiere mantener un cultivo homogéneo, cuyo desarrollo a lo lap
go del proceso pueda ser seguido con cierta garantia, midiendo la densidad
optica, sera necesario que las citadas superficies sean minimas. No se
puede poner mas medio porque la sobrepresion podria originar algunos --

transtornos en la parte superior del fermentador,

Una vez llenado e inoculado el fermentador, se inicid-el proce-
so, a lo largo del cual y gracias a los dispositivos de regulacidon automatica
del fermentador, se mantuvo la temperatura a 302 C ; el ph a 6, la entrada

de aire a 1.8 litros por minuto (0.3 v/v/m) y la agitacion a 1.500 r.p.m.

El desarrollo fué seguido turbidimetricamente. Observando
los resultados obtenidos, representados en la fig. 11 puede apreciarse que
la inaxima densidad optica alcanzada es 6.6 que corresponde aproximada--
mente a un rendimiento de 2.3 g/L de materia seca, cifra superior a los
1.7 g/L conseguidos cultivando !a cepa 5.073 en ampolla en agitacidén, uti-

lizando el mismo medio y condiciones de cultivo. De esto se deduce que
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con la utilizacién del fermentador se consigue mejorar ostensiblemente el

rendimiento alcanzado, lo cual era de esperar, ya que la mayor transferen

cia de oxigeno, asi como el control de ph y un sistema de regulacion de tem
. .

peratura mas perfecto, son factores que contribuyen a aumentar el desarrg

llo celular. Tambien puede observarse que la tasa de crecimiento en la

fase logaritmica es 0.27, siendo el tiempo de generacidén 2 y 4 horas.
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Fig. 11 Desarrollo en fermentador de la cepa 5.073
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Curva de crecimiento con inoculo procedente de un cultivo en fase logaritmica

Este ensayo fué realizado con el fin de intentar reducir la fase
de latencia, periodo que en los procesos industriales interesa que sea lo --
més corto posible, ya que en &l no hay multiplicacién, pués representa el
tiempo de adaptacidn que necesitan las células del inoculo para poder desa-

rrollarse en un determinado medio de cultivo.

Fué llevado a cabo en las mismas condiciones que el anterior,
diferenciandose de éste inicamente en que como inoculo se utilizaron célu-
las bacterianas procedentes de la fase logaritmica de un cultivo de la cepa
5.073 en fermentador y en las condiciones de cultivo indicadas en el ensayo

precedente.

Observando los resultados representados graficamente en la
fig. 12 puede apreciarse que en este ensayo la fase de latencia tuvo una dy
racidon de 6 horas, lo que supone una considerable reduci:idn de la misma
respecto al ensayo anterior, en el que como puede verse en el fig. 11, la
fase de latencia tuvo una duracidn de 18 horas. Esto es debido a que las
células utilizadas como inoculo, estaban ya adaptadas a vivir en las condi-

ciones de cultivo en que fué realizado el ensayo.

La maxima densidad optica alcanzada en este ensayo es, como
puede verse en la fig. 12, 6,8 que aproximadamente corresponde a 2.5

g/L de materia seca, cifra ligeramente superior a los 2.3 g/L conseM\%‘
feJAN
'\‘\

I,
Tyl

GNVERS
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en el ensayo anterior. Esta mejora en la produccién de biomasa quiza sea
debida a que al ser menor el tiempo de multiplicacidén, serd menor la per-
dida de metanol por evaporacion. Sin embargo no se ha conseguido mejo-

rar la tasa de crecimiento, que como en el ensayo anterior es 0.27.
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Fig. 12 Desarrollo de la cepa 5.073 utilizando un in6culo procedente

de un cultivo en fase logaritmica
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Curva de crecimiento sin esterilizacion previa

Debido a que mediante rigurosos controles microbiologicos rea
lizados en los ensayos anteriores, se pudo comprobar que aparentemente la
uniformidad del cultivo se mantenia a lo largo de todo el proceso, aunque se
hubieran realizado manipulaciones que pudieran comprometer la pureza del
mismo, se pensd en la posibilidad de trabajar en condiciones no estériles,
por lo que este ensayo fue realizado en condiciones de estricta limpieza,

pero no de esterilidad.

Este ensayo fue llevado a cabo en las mismas condiciones de
cultivo que el ensayo anterior, del que se diferencia en que el medio de cul
tivo no fué esterilizado y el fermentador en vez de ser esterilizado fue sim
plemente lavado con una soluzidn jabonosa de una sal’ de amonio cuaterna-

rio, y aclarado con abundante agua.

Los resultados obtenidos como puede verse en la fig. 13, son
muy similares a los conseguidos en el ensayo anterior, en cuanto a rendi-
miento y velocidad de desarrollo se refiere, lo que parece indicar que ya
no es posible reducir mas la fase de latencia. Asi mismo mediante un ri-
guroso examen microscdpico a lo largo de todo el proceso y haciendo ais-
lamientos en placa en los casos en que se considerd necesario, se pudo --
comprobar que aunque se estaba trabajando en condiciones no estériles, el
cultivo permanecia libre de gérmenes extrafios durante todo el proceso.

Aungue a nivel de laboratorio, esto apenas tiene interés por no presentar
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la esterilizacidon ningln problema, a escala industrial el poder trabajar en
. . ’ . . ’,

condiciones no esteriles, supone un gran ahorro de energia, asi como de

tiempo y mano de obra, y por consiguiente una reduccidn del coste del pro

ceso, factor muy importante a tener en cuenta en los procesos industriales.
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Fig. 13 Desarrollo en fermentador de la cepa 5.073 en condiciones

..
no esteriles.
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Curva de crecimiento con sucesivas adiciones de m stanol,

Debido a que las pérdidas de metanol por evaporacidn eran bas
tante considerables en las condiciones de temperatura y agitacion en que es
tabamos trabajando, (302 C y 1,500 r.p.m.) y teniendo en cuenta que se-
gun Monod (80) el crecimiento de un cultivo es proporcional a la concentra
cidn de sustrato, se pensd en la posibilidad de mejorar los rendimientos
alcanzados en los ensayos anteriormente realizados, manteniendo la con--
centraciéon de metanol en el medio de cultivo por encima de un cierto limite
mediante sucesivas adiciones de metanol a lo largo del proceso, procedien

dose a la realizacidn de este ensayo.

Este ensayo fué llevado a cabo en las mismas condiciones que
el ensayo anterior, es decir sin esterilizar el fermentador ni el medio de
cultivo, a una temperatura de 30 2 C, ph 6, con una agitacidén de 1.500r.p.
m y un flujo de aire de 1.8 litros/minute (0.3 v/v/m). A partir de las
10 horas de cultivo y hasta el final del proceso, cada hora y media fueron
adicionados al medio de cultivo 5 ml de metanol, lo que diferencia a estedel

ensayo anterior,

Los resultados obtenidos estan representados en la fig. 14 en
donde las ftechas indican las adiciones de metanol. Como puede observar
se la maxima densidad Optica alcanzada en este ensayo es 10.5 que corres
ponde a un peso seco de 3.35 g/L cifra muy superior a los 2.5 g/L conse-
guidos en los ensayos anteriores, lo que demuestra que efectivamente, man

teniendo la concentracion de metanol por encima de un cierto limite, la
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produccién de biomasa aumenta considerablemente. Respecto a la canti--
dad de metanol utilizada el rendimiento conseguido es de 0.36 g. de bio-~

masa por gramo de metanol.

Con el fin de reducir aiin mas la perdida de metanol por evaso-
racion y conseguir asi un mayor aprovechamiento del mismo, se repitic es
te ensayo, adicionando el metanol de 2 en 2 ml! cada media hora en vez

de cada hora y media 5 ml,

Los resultados obtenidos estan representados en la fig. 15 en
la que las flechas sefialan las sucesivas adiciones de metanol. Como pue-
de apreciarse observando los resultados,la maxima densidad 6ptica alcanza
da es 12, que corresponde a 3.7 g/L de materia seca. EIl rendimiento
alcanzado es de 0.39 g. de biomasa por gramo de metanol suministrado, va

lor muy préximo al del rendimiento tedrico anteriormente calculado.

Observando comparativamente los resultados representados en
la Tabla VI,puede verse que en el primer caso en el que no ha habido adicio
nes complementarias de metanol la tasa de crecimiento es 0.27, mientras
que cuando se efectian adiciones complementarias de metanol la tasa de --
crecimiento es 0.4 Segiin varios investigadores la tasa maxima de cre
cimiento de las bacterias que asimilan el metanol por la via de la ribulosa
es mas alta (0.4 -0.6) que la de las que utilizan la via de la serina (0.2),
lo que nos hace pensar que quiza la cepa 5.073 asimile el metanol utilizen-

do la via de la ribulosa,

También puede apreciarse observando la Tabla VI, que en el
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. - . "
primer caso el rendimiento es mayor, pero sin embargo la produccion de

masa celular es mucho menor.

Como complemento de todos los ensayos realizados, se efectus
ron una serie de determinaciones del contenido en nitrdgeno total de la bio-
masa obtenida, por el método de Kjelhdal, después de haber lavado las
celulas con solucidon de Cl1K al 9 por mil, para eliminar los posibles res-
tos de nitrogeno procedentes del medio. Como valor medio de estas deter
minaciones se encontrd que la biomasa obtenida contenia 71.8 % de pro-

teina cruda
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TABLA VI

Tasas de crecimiento y rendimientos de la cepa 5.073 en medio sintético

de sales minerales con diferente concentracidn de metanol,

Concentracidn inicial de

metanol en % ; 0.5 0.5 0.5

Total de ml. de metanol

adicionados 0 40 40
N¢ de adiciones 0 8 20
Tasa de crecimiento 0.27 0.4 0.4

Tiempo de generacidn

en horas 2.5 1.7 1.7

Biomasa obtenida g/L 2.5 3.35 3.7

g de biomasa / g de mg

tanol suministrado 0.6 0.36 : 0.39
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CONCLUSIONES

12) De 40 muestras de suelos de diversa procedencia, se han
aislado 103 cepas bactérianas por cultivo de enriquecimiento en el medio a
base de sales minerales y metanol utilizado por C. Anthony y L.J.Zatman
(5) para el desarrollo de Pseudomonas M-27. Todas las cepas aisladas -
son de forma bacilar, moéviles, Gram negativas, aerobias estrictas y cata-

lasa positivas. -Se conservaron en tierra esteril.

22) De las 103 cepas aisladas : 46 son oxidasa positivas y no
fermentan la glucosa, 50 son oxidasa negativas y no fermentan la glucosa,
3 son oxidasa positivas y fermentan la glucosa y 5 son oxidasa negativas y

fermentan la glucosa.

De las' 46 oxidasa positivas que no fermentan la glucosa, 14,
son capaces de producir pigmentos fluorescentes, poseen arginina dihidro-
lasa y son incapaces de crecer a 412 C , 11 de ellas hidrolizan la gelatina

por lo que se asemejan bastante al Pseudomona fluorescens, mientras -

que las tres restantes por no hidrolizarlas se parecen a Pseudomonas puti-
da. De las 32 restantes, 7 carecen de arginina dihidrolasa, hidrolizan la
gelatina y crecen a 412 C por lo que pueden quedar encuadradas en el apar-
tado 2 de la Seccion 1l de la clave de clasificacion de Pseudomonas del Ber
gey's ‘Manual, pareciendose bastante al Pseudomonas cepacia aunque se di
ferencian de €l entre otras cosas por no formar ningin tipo de pigmento en

el medio de King (A y B). 5 son incapaces de crecer a 412 C, no hidroli

zan la gelatina y carecen de arginina dihidrolasa por lo que se asemejan a
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. . . .,
las cspecies del género Pseudomonas incluidas en la Seccidn 11l de la cla-

ve de clasificacidon del Bergey's manual. 1, es incapaz de hidrolizar la ge
latina, no posee arginina dihidrolasa y crece a 412 C por lo que se parece

al Pseudomonas stutzeri del que se diferencia en que no forma nunca colg

nias rugosas. 3, hidrolizan la gelatina, poseen arginina dihidrolasa y cre

cen a 412 C por lo que se asemejan al Pseudomonas alcaligenes y a los Pseu-

domonas capaces de hidrolizar la gelatina incluidos en el apartado 1 de la
Seccién 1l de la clave del Bergey's manual, y 16 carecen de arginina dihi
drolasa, son capaces de hidrolizar la gelatina y crecen a 412 C por lo que

se asemejan al Pseudomonas facilis.

Las 50 cepas oxidasa negativas que no fermentan la glucosa, -
forman colonias de color rosa, y parecen similares a las bacterias que P,

K. Stocks y C.S. Mc Cleskey (112) identificaron como especies del Vibrio

extorquens mientras no se encuentre una afilizacidn genérica mas adecua-

da para ellas,

De las 3 cepas oxidasa positivas que fermentan la glucosa, 2
poseen arginina dihidrolasa, hidrolizan la gelatina crecen a 419C y produ-

cen pigmentos fluorescentes por lo que podrian considerarse semejantes al

Pseudomonas fluorescens pero por fermentar la glucosa quizd se asemejen
mas a las especies del género Aeromonas y la otra por poseer arginina di-
hidrolasa, hidrolizar la gelatina y no crecer a 419C se parece al Pseudo-

monas facilis del que se diferencia en que fermenta la glucosa.

-Las 5 restantes oxidasa negativas que fermentan la glucosa com

parten caracteristicas de Enterobacteriaceas y de Pseudomonas
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39) La cepa 5.073 que es la que presentaba un desarrollo ce
lular méas aceptable fué identificada por sus caracteres morfoldgicos y fisig
16gicos como perteneciente al género Pseudomonas. Esta cepa posee ca--
racteres tales como carecer de arginina dihidrolasa, no hidrolizar la gela-
tina, producir denitrificacion, crecer a 412 C, ser capaz de crecer en mal

tosa y almidon, etc... que la asemejan al Pseudomonas stutzeri, pero se

diferencia de &l por ser capaz de utilizar metanol como fuente de carbono,

por no formar las colonias tipicas rugosas del Pseudomonas stutzeri y por

ser capaz de utilizar arginina como fuente de carbono, caracteristica que

la asemeja al Pseudomonas multivorans. De todos los Pseudomonas capa

ces de crecer en metanol, descritos en la bibliografia al que mas se parece

es al Pseudomonas A citado por. Y. Miura (38) del que se diferencia por

producir denitrificacién y ser capaz de crecer a ph 5§ y 10.

49) Ninguna de las vitaminas del grupo B parece afectar al
desarrollo de esta cepa. De los aminoacidos estudiados ninguno estimula

el crecimiento, ejerciendo la metionina una accidn inhibidora.

52)  Cultivando esta cepa en fermentador con un medio a base
de sales minerales y metanol y adicionando metanol a pequeiios intérvalos,
se consiguid en un periodo de 22 horas un rendimiento de 0.39 g. de biomasa
por gramo de metanol suministrado, valor muy proximo a los 0.4 g. de big

masa por gramo de metanol, calculados teoricamente segin B.J. Abbot, (1)
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62) Para obtener una tasa de crecimiento de 0.4 ha sido ne-

cesario realizar adiciones complementarias de metanol al medio de cultivo,

L.as 8 adiciones de 5. ml de metanol 20 de 2 ml. en igual --
tiempo, no influyen en la tasa de crecimiento, aunque en este Ultimo caso

se mejora ligeramente el rendimiento.

79) Mediante un riguroso examen microscopico se pudo com-
probar que aunque no se esterilicen ni el fermentador ni el medio de cultivo
si se trabaja en condiciones de extremada limpieza, el medio de cultivo per

manece libre de géermenes extrafios a lo largo de todo el proceso,

89) La biomasa obtenida contiene 71.8 % de proteina cruda,
valor lo sulicientemente elevado como para poder considerar a esta cepa co
mo potencial productora de proteinas a partir de metanol, ya.que antes de
cullivar este microorganismo a gran escala con el fin de obtener proteinas
sera necesario determinar su toxicidad y su valor nutritivo, asi como rea-
lizar estudios mas profundos sobre los requerimientos nutritivos de esta

cepa y la ingenieria del proceso, lo que sera objeto de trabajos posteriores,
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