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S E L E C C I O N  D E  E S P E C I E S  D E L  G E N E R O  P S E U D O M O N A S  P O T E N C I A -  

L E S  P R O D U C T O R E S  D E  B I O M A S A  A  P A R T I R  D E  M E T A N O L

R  e s u m  e n

E s t e  t r a b a j o  h a  icio o r i e n t a d o  h a c ia  la  b u s q u e d a  d e  b a c t e r i a s  qu e  

s ie n d o  c a p a c e s  d e  u t i l i z a r  m e t a n o l  c o m o  u n i c a  f u e n t e  d e  c a r b o n o  y e n e r g f a ,  

p r o d u j e r a n  un  r e n d i r n i e n t o  t a l ,  q u e  T u e r a  p o s i b l e  l a  o b t e n c i ô n  d e  p r o t e i n a s  

a n i v e l  i n d u s t r i a l  a p a r t i r  de  d i c h a s  b a c t e r i a s .  D e b i d o  a q u e  s e g û n  la  b i -  

b l i o g r a f i a  c o n s u l t a d a ,  l o s  r e s u l t a d o s  m a s  s a t i s f a c t o r i o s  en la  o b t e n c i ô n  de  

p r o t e i n a s  b a c t e r i a n a s  a p a r t i r  d e  m e t a n o l ,  se  h a n  c o n s e g u i d o  c o n  e s p e c i e s  

d e l  q é n e r o  P s e u d o m o n a s , l a  b u s q u e d a  f u é  d i r i g i d a  p r i n c i p a l i n e n t e  h a c ia  e ^  

p e c i e s  d e  d i c h o  g é n è r e .

A  p a r t i r  de  4 0  m u e s t r a s  d e  s u e lo s  d e  d i v c r s a  p r o c e d e n c i a ,  se 

ha n  a i s l a d o  p o r  c u l t i v o  d e  e n r i q u e c i m i e n t o  en un  m e d i o  c o m p u e s t o  a b a s e  d e  

s a l e s  m i n é r a l e s  y  m e t a n o l ,  103 c e p a s  b a c t e r i a n a s ,  de  l a s  c u a le s  l a  m a y o r  

p a r t e  f u e r o n  i d e n t i f  i c a d a s  c o m o  e s p e c i e s  d e l  g é n è r e  P s e u d o m o n a s . M u c h a s  

de  e s t a s  b a c t e r i a s  p u e d e n  s e r  c o n s i d e r a d a s  c o m o  p o t e n c i a l e s  p r o d u c t o r a s  

de  b i o m a s a  p o r  s u  b u  en  d e s a r r o l l o  s o b r e  m e t a n o l  , h a b i é n d o s e  s e l e c c i o n a d o  

p a r a  r e a l i z a r  l o s  e n s a y o s  a e s c a l a  s e m i - p i l o t o ,  la  c e p a  5 . 0 7 3  p o r  s e r  la  

qu e  m o s t r ô  m e j o r  d e s a r r o l l o  en  un  e s t u d i o  c o m p a r a t i v e  r e a l i z a d o  en  un  m e  

d io  c o m p u e s t o  a b a s e  de  s a l e s  m i n é r a l e s  y  m e t a n o l .

L a  c e p a  5 . 0 7 3  p o r  s u s  c a r a c t è r e s  m o r f o l ô g i c o s  y f  i s i o l ô g i c o s ,



se asem eja bastante al Pseudomonas s tu tzeri del que se d ife ren c ia  ademâs 

de por ser capaz de c re c e r en m etanol, por no fo rm a r colonias rugosas y 

por ser capaz de u tiliz e r  argin ina como ûnica fuente de carbono y energia . 

De los Pseudomonas capaces de c re c e r en m etanol, al que mas se asem eja  

es al Pseudomonas A descrito  por M iu ra  y co l, del que se d ife renc ia  por 

producir den itrificac iô n  y ser capaz de c re c e r a ph 5 y 10.

Los ensayos a escala sem i-p ilo to  se llevaron  a cabo en un f e r -  

mentador Chemap a ph 6 ,  tem pera tura  a 309 C con una entrada de a ire  de 

0 .3  v /v /m  , una agitaciôn de 1 .500  r .p .m  yu tilizando  un medio de cultivo  

compuesto a base de sales m in éra les  y m etanol. Manteniendo la  concentra 

ciôn de metanol en el medio por encim a de un c ie rto  l im ite ,  mediante suce- 

sivas adiciones de metanol a lo largo del proceso, se consiguiô alcanzar en 

22 horas una producciôn de 3 .7  g /L  de m a te ria  seca y un rendim iento de

0 .3 9  g. de biomasa por g. de metanol su m in is trado , va lo r muy proxim o a 

los 0 .4  g . de biomasa por g. de metanol calculados teoricam ente por B . J . 

Abbot. En estas condiciones la  tasa de crec im ien to  es 0 .4  y el tiem po de 

generaciôn 1 .7  horas.

P or todo esto y teniendo en cuenta que la biom asa obtenida con- 

tiene un 7 1 .8  % de proteina cruda pensamos que m ejorando las condiciones 

de d esarro llo  y en cultivo contmuo este m icroorganism o puede ser de gran  

interés en la  producciôn de biom asa.
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W T jy jD U C ^ C L O N

Debido al rapido crecim iento  de la poblaciôn m undial, la actual 

deficiencia en proteinas a lim entic ias  se vera  increm entada en las proxu las  

décades. Los intentos realizados para reso lver el problem s de la escasez 

mundial de a lim entes, aumentando al maximo la productividad de las fuentes 

tradicionales de proteinas, han encontrado muchas d iîicu ltad es , tanto de t i -  

po cientif ico y tecnologico , como de tipo socio-econôm ico y po litico , por lo 

que mu ch os investigadores de dif erentes puntos del p laneta, han centrado su 

atencion en la posibilidad de u til iz a r  fuentes no convencionales de proteinas, 

de entre las que podemos destacar como mas prom etedoras : los concentra- 

dos de proteinas de pescados de baja ca lidad , los productos proteinicos de 

sem illas oleaginosas (so ja , g ira s o l, algodon, etc.  . .) y las proteinas sumi -  

nistradas por m icroorganism os u n ice lu la res ,(S C P ) siendo respecto a la  pro 

ducciôn cu an tita tiva , estas ultim as las de m ayor im portancia.

En el Instituto de Ferm entaciones Ind u stria les , desde 1950, se 

ha venido estudiando la posibilidad de producir levadura alim ente a p a rtir  de 

diverses substrates como h idro lizados de ma i z ,  (71) esparto (34) ,  bacazo 

de cana de azu ca r, (35 alpechin (31),  cascara de alm endra ( 32,99) ,  ex trac ­

los de garrot a (11 ), l ej îas bisulf iticas procedentes de la Sniace (Torre lavega) 

( 97 , 98, 99) ,  madera de olivo (100, l Ol ,  102, 103), residuos de destilacion  

vinica y de güisqui (29), y etanol de sintesis (122), lo que dem uestra la enoj2 

me im portancia que dicho Instituto ha concedido a la producciôn de proteinas  

a p a rtir  de m icroorganism os unice lu lares.
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El térm ino  S ig le C e ll P ro tein  (SOP) (proteinas de m icroo rg an is - 

inos unicelu lares) fué utilizado por p rim era  vez en el M assachusetts Institu te  

of Technology por el profesor C . L ,  Wilson en 1966, para designar las c e lu -  

las de algas , b ac te rias , levaduras y hongos que se van a in tentar u tiliz a r  co 

mo alim ente por su contenido proteinico. Este term ine  que ha sido am p lia -  

mente aceptado aunque conveniente, segûn S . L ,  O ser (85 ), no es muy adecua 

do porque ;

19) La biomasa de origen m icrobiano no contiens solo proteinas  

sine tam bién hidratos de carbono, Hpidos, acidos nucleicos, vitam inas y m i­

n éra les.

29) Ha sido empleado para designar no solo b acterias y levadu­

ra s , sine también algas y hongos que no son unice lu lares.

S é ria  necesario idear un sistem a de nom enclature de S C P  que 

p erm itie ra  id e n tific a r, ademas del tipo de organism e, el substrate en el que 

se d esarro llo  es te , asi como superar las influencias de los abogados del con 

sum idor, basadas en preju ic ios em ocionales y nada c ientificos .

Proteinas de origen m icrobiano

Como productores de p roteinas, los m icroorganism os presentan 

sobre las plantas y anim ales las ventajas siguientes :

19) Los m icroorganism os tienen un tiempo de generaciôn co rto , 

por lo que proporcionan un rapido increm ento de la masa c e lu la r . Segûn 

Reinhold K ih lberg  (54) los tiempos de generaciôn, en condiciones favorables



son los siguientes :

P ara bacterias de 0 .5  a 2 horas

P ara levaduras de 1 a 3 horas

P ara algas de 2 a 6 horas

P ara hongos filam entosos de 4 à 12 horas.

29) Los microorganism os se pueden mod if icar geneticamente con 

fac ilidad . Mutaciones producidas por agentes quim icos y fis ic o s , seguidas -  

de program  as de investigacion a gran es ca la , darân variantes con det& ririna  

das cualidades, por ejem plo m ayor tasa de c rec im ie n to , habilidad para c re ­

cer a elevada tem pera tura , e tc .

39) El contenido proteico de los m icroorganism os es a lto . La 

mayor parte de ellos contienen entre 7 -  12 % de nitrôgeno sobre la base do 

peso seco, lo que aùn después de la  correccion  para pur inas, p irirn id in as , 

etc. . . indica que el contenido en proteinas es mas elevado que el de los a l i -  

mentos mas comunes.

49) La producciôn de S C P  se puede basar en m aterias  prim as  

que se pueden obtener localmente en grandes cantidades como celu losa, pe- 

tro le o , gas n a tu ra l, e t c . . .

59) La producciôn de S C P  se puede llc va r a cabo en cultivo con 

tinuo, independientemente de los cambios c lim a tic o s , ocupando un pequeiio 

espacio de terreno  y con escaso requerim iento  de agua.
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Los m icroorganism os que se atilicen para la producciôn de 

S C P deberan de re u n ir las ca ra c teris ticas  siguientes :

19) Capacidad para aprovechar el substrate deseado.

29) E l m icroorganism o no debe de ser patôgeno n i producir

toxinas.

39) El contenido en proteinas tiene que ser por lo menos compa 

rab le  al de las fuentes de proteinas convencionales, siendo ante todo decis i­

ve la cantidad de aminoacidos esenciales, aunque segun M .K am azaw a (51) 

existe la posibilidad de v a r ie r  algo el contenido de cada aminoacido mediante 

mutaciôn.

49) El contenido de acidos nucleicos ha de ser muy b a jo , pues 

si se sobrepasan los lim ites  aceptables, aumentan los niveles de acido u r i -  

co en plasma y o rin a , originando la apabiciôn de gota y form aciôn de piedras  

en el rihôn . E l P ro te in  Advisory Group (PAG) ha aceptado que se pueden to 

man como maximo 2 mg de acido ribonucleico procedente de m icroorgan is­

mos al d ia . Las investigaciones de J . H .  L itch fie ld  (67) as i como otros nu- 

merosos trabajos (15 , 107, 4 7 , 82 , 84) han demostrado que el contenido en 

acidos nucleicos se pueden red u c ir por degradaciôn en zim atica , o por p ro -  

cesos quim icos.

59) Elevado rendim iento ce lu la r (peso de células producidas 

por unidad de peso de substrato)

69) Periodo de m ultip licaciôn lo mas breve posible.



7 -)  Estabilidad genética.

89) D igestib ilidad  y palatabilidad adecuadas.

99) C a ra c tè res  organolepticos agradables para el consumidor,

E ntre  los m icroorganism os mas utilizados para la producciôn 

de S C P destacan las algas de los generos C h lo re lla . Scenedesm us. v S p iru -  

l in a . los hongos filam entosos pertenecientes a los generos : h usarium  . P e -  

nicilliunr.G raphium  y M o n ilia  , levaduras de los generos ; Candida. Rhodoto-  

r u la . Hansenula y S accharom vces. y bacterias de los gén^mos : B a c illu s . 

Hvdrooenomonas. M ethvlom onas. 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 alim eri 

taciôn, habiéndose incrementado el cultivo de algas unicelu lares durante los 

ultim os veinte ahos (86) . Recientem ente la idea de u t iliz a r  las algas como 

alim ente ha cobrado un gran impulso al em prender G .Clem ent y co l. en el 

Institut F ran ça is  du P etro le  (17) un estudio acerca del género S p iru lina  por 

no ser tôxica. Esta especie que crece espontaneamente en c ie rtas  areas del 

lago Chad (A frica) y del lago T  excoco (M éjico) ha sido tradicional mente e m -  

pleada como alim ento por los habitantes de estas dos regiones y segûn C. C. A 

Baron y G . C lem ent (8) puede ser considerada como posible fuente de p ro te i­

nas û tiles para el consume humano. En otros trabajos publicados, las es­

pecies u tilizadas son del género Scenedesmus (81) y del género C h lo re lla . 

generalm ente C h lo re lla  pvrenoidosa (123) que tienen una velocidad de c re ­

cim iento muy superior a la  de o tras algas. Cuando estes m icroorganism os
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son cultivados en condiciones apropiadas, constituyen una fuente r ic a  en p ro ­

teinas, integradas por am inoacidos, esenciales para el crec im iento  an im al, 

presentando ademas un a porte de hidratos de carbono, grasas y v itam inas , -  

por lo que, segun R , K .  Robinson (94) pueden tener am plia ap licacion , bien 

directam ente en la alim entacion an im a l, o como aditivo a piensos. S in em ­

bargo parece que la digestib ilidad y aceptabilidad de las a lg as , estan l im ita -  

das por las altas concentraciones de c lo ro fila  y otros pigmentos en las cé lu ­

las y en el caso de algas eucarioticas verdes por la  composicion de la pared  

c e lu la r , habiendo propuesto H , M itsuda y co l. (76) dif erentes tratam ientos  

para rem ed iar estos incovenientes.

Tam bién se ha estudiado la posibilidad de u t iliz a r  hongos f i la ­

mentosos como fuente de proteinas (138, 124, 14) pero presentan fren te  a las  

levaduras y bacterias las desventajas siguientes :

19) E l contenido en nitrogeno y en aminoacidos esenciales, es 

in fe rio r al de las levaduras y bacterias .

29) Cuando se cultivan a gran escala hongos filam entosos, la 

dificultad para a ire a r  eficientem ente es enorm e. Se necesita una fuerza  

tres  o cuatro veces m ayor para a ire a r  y a g ita r , cuando se u tilizan  hongos 

que cuando se emplean levaduras o b acte rias . Esto es debido a que las sus 

pensiones de m icelios de hongos, son s im ila re s  a las de pulpa de papel, sien 

do muy d ific il de log rar una rapida transferen cia  de oxigeno de las burbujas 

de a ire  a las células.

La eleccion entre bacterias y levaduras es algo mas d if ic il.  Las 

b acte rias , por ser mas pequehas que las células de levaduras, son mucho 

mas d ific iles  de separar del medio de cultivo por centrifugacion , que es el
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método generalm ente empleado para la recuperaciôn de levaduras. Ademâs 

las bacterias tienen m ayor contenido de acidos nucleicos que las levaduras, 

lo cual es indeseable, S in  embargo el empleo de bacterias  como posible 

fuente de pro te inas, puede ser una soluciôn para el fu tu re , pues el rendim ien  

to es tan elevado que compensa sobradamente los m ayores gastos de c e n tr i-  

fugaciôn. Esto unido a que la productividad por volùmen de instalaciôn es 

mas alta cuando se emplean b ac te rias , como consecuencia de los m ayores  

rendim ientos y de la  m ayor velocidad de c rec im ie n to , hace rea lm ente  a traç  

tivo el camino de las proteinas bacterianas.

Sustratos

La eleccciôn del sustrato tam bién es muy im p ortan te , pues la 

rentabilidad de un proceso de obtenciôn de S C P , que en esencia abarca el 

cu ltivo , separaciôn y secado de la masa c e lu la r , depende fund am entai mente 

de la clase de sustrato que se u tilice  durante el proceso, como fuente de car  

bono y energ ia .

El sustrato ideal para la  producciôn de S C P  ha de re u n ir  las  

cara c te ris ticas  siguientes ;

1-) Ha de poderse u t il iz a r  a gran escala y en un ferm entador 

de diseflo avanzado.

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

disponible a largo plazo en la cantidad necesaria.
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39) Ha de ser compatible con el organism e elegido,

49) El requerim iento  de oxigeno para que el sustrato pueda ser 

utilizado por el m icroorganism o elegido ha de ser m in im o.

59) No debe de tener riesgo de explosion.

69) P re ferib lem ente  debera de ser soluble en agua y tener una 

tem peratura de evaporacion a lta .

Los sustratos que se pueden considerar para la producciôn de 

SCP se pueden d iv id ir en tre s  categories :

19) Productos residuales de la producciôn a g ric o le , como por 

ejemplo m elazas , suero de la industrie lac tea , residuos de c itr ic o s , e tc . . .

29) P rim e ra s  m aterias  vegetales como alm idôn, azu ca r, ce lu ­

losa, e t c . . .

39) Sustancias de elevado contenido energetico oomo n-a lcanos, 

metano, etanol, m etanol.

Productos residuales de la  producciôn agricole

Hasta la introducciôn de los h idrocarburos hace una década, la  

producciôn com erc ia l de S C P  estaba basada en la utilizaciôn  de hidratos de 

carbono como sustrato.
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Los hidratos de carbono que norm alm ente se han utilizado como 

su strato , para la  producciôn de S C P  han sido subproductos y desechos a g r i-  

colas. Estos sustratos tienen la  ventaja de ser muy abundantes y tener bajo 

p rec io , aunque la  disponibilidad de estos m a teria les  sufre fluctuaciones, de­

bido a las  cosechas estacionales y a las condiciones c lim â tic as . Ademas pue 

den estar d isperses por una gran regiôn y el coste de la recolecciôn en care - 

ce r la m a te ria  p rim a .

Las m elazas constituyen el sustrato hidrocarbonado mas abon­

dante y de fâ c il obtenciôn, que se puede u t iliz a r  para la producciôn de protei 

nas m icrob ianas, pero por si solas constituyen una fuente de en erg ia , que co 

mo ta l,  puede sustitu ir a los cerea les  en las dietas de los anim ales y ahadicn 

dole nitrôgeno en fo rm a de u re a , y fô s fo ro , puede su stitu ir a fuentes de pro­

teinas , especialm ente a sem illas  de soja.

El suero que se obtiene de la fabricaciôn  del queso, es o tra  m a­

te r ia  p r im a , potencialmente a trac tiva  para la producciôn de proteinas m icro  

bianas, pero la  producciôn com erc ia l de queso esta lim itada  a las economias 

altam ente d esarro llad as , donde compiten o tras  muchas fuentes de proteinas, 

Ademas recien tes descubrim ientos en las técnicas de separaciôn, han hecho 

posible fracc io n ar d irectam ente el suero en una se rie  de productos re la t iv a -  

mente puros y de fâ c il venta.

Las le jias  su lfiticas han sido am pliom ente u tilizadas para la  p ro - 

duccion de levaduras en Europa y N orte  de A m e ric a , pero recientes cambios 

en la tecnologfa de las pulpas de m adera , han reducido la disponibilidad de 

las le jia s  su lfiticas .

Los otros muchos m a teria les  que conteniendo hidratos de c a r -
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bono, son productos de desecho de la produccion agricole y de los procesos 

de elaboraciôn de alim entos, no pueden ser consider ados como posibles sus­

tra tos para la  producciôn de proteinas a gran esca la , debido a que su dispo­

nibilidad es muy lim itada .

M ate rias  prim as vegetales

Los ce re a les , aunque son m aterias p rim as muy adecuadas para  

la producciôn de S C P , son demasiado valiosos como alim ento para ser u t il i ­

zados como sustrato en la obtenciôn de proteinas m icrobianas.

Las m aterias p rim as que contienen celu losa, son muy abundan­

tes y baratas en el punto de o rigen , pero tienen la desventaja de que para  

a s im ila r los azucar es es necesario h id ro liza r la ce lu losa, y los métodos pa­

ra  log ra r esta h id ro lis is , son muy ca ro s , con lo que se eleva enôrm em ente  

el precio del sustrato .

H idrocarburos

Entre los h idrocarburos y sus derivados quimicos que han sido 

considerados como sustratos para la  producciôn de S C P  a escala co m e rc ia l, 

se encuentran ; el m etano, n-alcanos purificados, p etro leo y fracciones  

obtenidas del petroleo como g a s -o il, queroseno, etanol y metanol (66 , 68)

El metano ha sido u tilizado como sustrato en la  producciôn de
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S C F , debido a que se puede obbener en un alto grado de pureza en co m p ara- 

ciôn con otros h idrocarburos y a que puede ser recuperado fac ilm ente de los 

medios de c u ltiv o , sin d e jar ningun residue.

EXisten numerosas bacterias capaces de u tliz a r  metano como —  

fuente de carbono y energia . E n tre  e llas  se encuentran : Methanomonas m e- 

than ica, Methanomonas methanoxidans (40 ), M ethvlococcus caosulatus (30 ,27  

4 6 , 128), Pseudomonas m.ethanica (26 , 62) y una variedad de cultivos m ezcla  

dos de m icroorganism os (121, 108, 9 ,  131, 43)

Tam bién un hongo identificado como perteneciente al género G rap -  

hium crece en gas n a tu ra l, (etano y metano) siendo etano el sustrato p re fe -  

rido  (124). Gin embargo no se ha encontrado en la  b ib lio g rafla  ningun traba  

jo sobre el crec im iento  de levaduras que u tilicen  m etano, como fuente de car 

bono y energ ia .

En la  produccion a escala com erc ia l de S C P  a p a rtir  de m etano, 

los sistem as de cultivo continuo, son mucho mas atractivos que los de c u lti­

vo discontinuo, pues la  productividad (peso de células por unidad de volùmen 

de medio por unidad de tiempo) es mucho m ayor en un cultivo continuo de 

bacterias que u tilizan  m etano, que en un cultivo  discontinuo ( 9, 39) .  Ademas 

en los cultivos discontinuos una parte im portante del metano puede no ser uU 

lizad o , m ien tras que en los sistem as continues se puede re c ic la r  el sustrato  

no usado.

La Shell Research L td . ha desarro llado  en In g la terra  un proceso 

de obtenciôn de S C P  a p a rtir  de m etano, a nivel de planta p ilo to , utilizando  

Methylococcus caosulatus (39 , 45) y cultivos m ezclados de bacterias (43 ,131 )
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Aunque en la  producciôn de proteinas bacterianas a p a rt ir  de m e­

tano en cultivo contmuo, se pueden alcanzar coeficientes de produccion elevg  

dos, la  productividad esta lim itada por la  transferencia  de oxigeno y metano 

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

O tros problem as que se presentan en la obtenciôn de S C P  a p ar­

t i r  de metano son : el riesgo de explosiôn, que hace necesario o perar con un 

volùmen de oxigeno in fe rio r al 12 , 1 %y la  producciôn de gran cantidad de c a -  

lo r cuando los niveles de productividad son elevados. Tam bién pueden apa- 

re c e r productos inhib itorios durante el crecim iento  de bacterias sobre meta 

no en cultivo contmuo, como se observa en el caso de M . caosulatus (2 7 ,4 6 )  

Debido a los requerim ientos para ev ita r los riesgos de explosiôn y para en- 

f r ia r  el ferm entador durante la  operaciôn, la  inversiôn de capital para la pro  

ducciôn de S C P a p a rtir  de metano püede ser sign if ic at i v am ent e mas a lta , 

que si se emplean h idrocarburos liquidos como sustrato .

V arios procesos han sido dcsarrollados por la  Kyowa Hakko Kog- 

yo Co. L td . en Japôn para producir S C P  a p a rtir  de h idrocarburos gaseo -  

SO S. En p articu lar B rev ibacterium  ketoolutamicum ATCC n9 15.587 crece  

en h idrocarburos gaseosos, ta ies como m etano, etano, propano, n-butano, 

isobutano, propileno, butileno, o m ezclas de estos. Tam bién el gas de pe­

tro leo  puede ser u tilizado por Candida ria id a  nS 113, el n-butano por Nocar-  

dia paraffin ica KY 4334 , y el A rthorobacter s im plex B 129 puede u tiliza r  

n-propano y otros n-alcanos y alquenos. Estos estudios han sido realizados  

en ferm entador es a escala de labor a to rio , pero no a nivel co m e rc ia l.

Son muchos los m icroorganism o capaces de u tiliz a r aerobiarnen­

te h idrocarburos liquidos como fuentes de carbono y energia .
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En general el g as -o il y las  n -parafin as  purificadas son los h idro­

carburos liquidos mas pro m etedo res , como posibles sustratos para procesos 

co m erc ia les . El p e tro leo , fu e l o il y queroseno han sido estudiados como - -  

sustratos para la  produccion de S C P por b acterias  y levaduras a n ivel de es­

cala piloto (56) ,  pero los procesos bas ados en estos h idrocarburos no han si 

do lo suficientem ente prom etedores, como para just if ic a r un posterio r desa­

rro llo  co m e rc ia l.

En la  década de los sesenta, la  B ritish  Petroleum  Company (BP) 

d esarro llo  una s e rie  de procesos para producir S C P  a p a rtir  de g a s -o il, u ti­

lizando levaduras. Los p rim ero s  traba jos dem ostraron que Candida lip o lv -  

t ic a . Candida tro p ica l is y o tras levaduras seme jantes , eran capaces de uU 

l iz a r  el 60-75%  de los n-alcanos del gas-o il ( I 6 ) .

En los procesos basados en g as-o il no es necesario  operar asepU 

cam ente, aunque s i en condiciones de extrem ada lim p ieza . Las contam ina- 

ciones pueden ser evitadas manteniendo el ph del medio entre 2 . 9 - 5 . 0  ( I 6).

Tam bién se ha estudiado la  posibilidad de producir S C P  a p a rtir  

de levaduras, empleando como sustrato n-alcanos p urificados, derivados del 

gas-o il o del queroseno. E s tre  las  levaduras utlizadas se encuentran : Can­

dida lipo lvtica (BP) ( 16 , 6 0 ), Candida kofuensis (M itsu i Toatsu Chem icals  

In c .) (11 7 .1 1 8 , 119). Candida novellus (L iau ichem ica B iosintesi s . p . a )  (36 ), 

Candida tro p ic a lis  (Gulf Research & Developement Co . )  (19 ), Candida (Kana- 

gafuchi Chem ical Industry C o . Ltd) (51 ), y una levadura inespecifica (D a in i-  

ppon Ink & C hem icals Inc) L a  BP trabajaba en condiciones asepticas, —  

m ientras que otros procesos de obtenciôn de levaduras a p a rt ir  de n-alcanos  

purificados, como los desarro llados por la G u lf, Kanegafuchi y L iqu ichim ica  

se llevaban a cabo en condiciones no asepticas, evitandose las contaminacio
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nes al mantener el ph entre 3 -4 . Como los n-alcanos son utilizados casi 

compîetamente por las levaduras, la separaciôn y elim inacion de los h id ro ­

carburos res id ua les , es mas fa c il que en el caso del g as-o il (19) (51).

Tam bién hay bacterias ta les como Acinetobacter ce rific a n s . A ch- 

rom obacter delvacvate n9 5. 301 y especies del género Pseudomonas (72 , 28 

133, 65) y Actinom icetos pertenecientes a los gêner os Norcad ia y Mycobac­

terium  ( 126) que son capaces de producir S C P  a p a rtir  de n-alcanos p u r if i­

cados. S in embargo ninguno de estos procesos ha sido desarro llado  a esc^ 

la  co m e rc ia l.

Los hidrocarburos presentan la  ventaja de poderse obtener en 

gran cantidad, independientemente de los factor es c lim atico s . Ademas la  

produccion de masa c e lu la r , y el contenido en proteinas de la  biomasa son 

superior es cuando se u tilizan  h id rocarburos, que cuando se emplean hidratos  

de carbono como sustrato . S in  embargo los h idrocarburos tienen los inccn 

venientes siguientes :

19) Son poco solubles en agua

29) Sen re la tivam ente caros

39) La cantidad de oxigeno necesaria para que los hidrocarburos  

puedan ser metabolizados por m icroorganism os, es muy elevada.

49) La cantidad de cè lor producida por un cultivo de m icroorga­

nismos sobre n -a lcanos, es mucho m ayor que la producida cuando se emplean 

hidratos de carbono como sustrato .
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Los h idrocarburos con cadenas form adas por mas de veinte ato—  

mos de carbono* son solidos a las tem peraturas empleadas en el c re c im ie n -  

to m icrob iano. Los h idrocarburos solidos son insolubles en agua y por tan - 

to muy d ifîc ile s  de d isperser en los medios de cu ltivo . Una m ezcla de Can­

dida l ipo lvtica y C . in te rm edia  ha sido cultivada en un medio de sales mine 

ra ie s , conteniendo n-alcanos solidos como fuente de carbono (73) pero todas 

las investigaciones re a lisad as  sobre procesos en los que in te rvienen n -a lc a ­

nos solidos como fuente de carbono y en erg ia , se ban llevado a cabo exc lu s i- 

vamente a escala de lab o rato rio .

Etanol

En la  obtencion de S C P  usando etanol como su strato , son mucho 

mas num erosos los procesos que se han llevado a cabo utilizando levaduras  

que los que emplean b acte rias .

Entre  los m icroorganism os de in terés en la produccion de S C P  a 

p a rtir  de etanol destac an los siguientes : Acinetobacter calcoaceticus (6 l)  

Candida acidotherm oohilum . Candida etanotherm oohilum , Candida ut il is , y 

Hansenula anomala (33)

En la actualidad la  Amoco Foods Co. esta produciendo Ç . u tilis  a 

p a rtir  de etanol en Hutchinson, (Minnesota) obteniendo 5 .0 0 0  toneladas al aho 

En este proceso que se lleva a cabo en cultivo  continuo y condiciones asep ti- 

cas, la concentraciôn de etanol se mantiene en 200 ppnr. La fuente de n itro  

geno (amonio) es sumin is trad a continuamente para mantener el ph deseado.
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La tem perature a que se traba ja  es de 305 C , el ph 4 .6  y la aireacion  y a g i-  

tacion lo suficiente para mantener la tasa de absorcion de oxigeno entre 100 

y 140 mM por litro s  y hora.

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

nivel de planta p ilo to , obteniéndose 1 .000 toneladas por afto y se ha planeado 

la  produccion a escala in d u s tria l, que p e rm it ira  obtener 6 0 .0 0 0  toneladas al 

ano. S in embargo no se ha publicado ninguna in fo rm acion sobre las condi­

ciones de cultivo empleadas en este proceso.

La M itsubishi Petrochem ical Co L td , esta llevando a cabo un pro  

ceso a nivel de planta p ilo to , para producir Ç .  acidotherm oohilum  y C . etha 

nothermophilum a p a rtir  de etano l, pero no se ha alcanzado una produccion 

a escala co m e rc ia l. Este proceso tiene la ventaja de que se opera a un ph 

entre 2 .5  y 4 .0  y a una tem peratura superior a los 4Q2C.

La Exxon Corporation en combinacion con Nestle  A lim entana S . A 

ha realizado  estudios en planta piloto sobre la produccion Acinetobacter ca l­

coaceticus a p a rtir  de etanol (6 l ) .  Una inform  acion detallada sobre este 

proceso no ha sido publicada.

En EspaMa, en el Institu te de Ferm entaciones Industria les  se ha 

llevado a cabo un proceso para cu ltivar Hansenula anomala sobre etanol a 

nivel de planta p ilo to , con el fin  de obtener S C P , lograndose resultados muy 

satis factorios. (122)

El etanol como sustrato para la  produccion de S C P  présenta m u- 

chas ventajas tecnolôgicas, pero tiene el inconveniente de que en muchos paises
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el m ere ado del etanol esta controlado por los gobiernos, a fin  de protéger al 

etanol de ferm entac ion , que procédé de excedentes ag rico les , lo que eleva  

considerablemente el precio  del etanol.

M etanol

E l m etanol como sustrato para la  produccion de S C P  présenta  

las ventajas siguientes :

12) Posee una composicion re la tivam en te  constante y alto  grado

de pureza.

22) Es muy soluble en agua

32) La m ezcla m etanol-oxigeno carece de riesgo de explosion en 

comparacion con la m ezcla  m etano-oxîgeno.

42) El m etanol se é lim ina fac ilm ente del produc to f in a l,  no p re -  

sentando los problem as de se par acion , que aparecen cuando se emplean h i­

drocarburos como su stra to , en cuyo caso es necesario r e c u r r ir  a p roced i- 

mientos de extraccion adicionales.

52) La cantidad de oxigeno requerida por los m icroorganism os, 

para m etabolizar el m etanol es in fe rio r a la  necesaria para m etabolizar los 

h id ro carb uros.

62) El precio  del metanol es muy bajo , en com paracion con el 

de otros sustratos. E l precio del metanol obtenido a p a rtir  del gas n a tu ra l.
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es aproximadamente la cuarta parte del precio de las n -p ara fin as .

75) Los costos de insta lac ion  son bajos.

V arios  trabajos han sido publicados sobre el nretabolismo de los 

compuestos monocarbonados por m icroorganism os (93 , 91) y sobre la  u t i l i -  

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

Las bacterias que u tlizan metano como fuente de carbono y en er­

gia para su crec in rien to , ta ies como , Pseudomonas m ethanica (48 ). M e th a -  

nomonas methanoxidans (10 ), Methvlococcus caosulatus (30 , 8 7 ), y M ethv-  

lococcus M2 (79) pueden u tiliz a r  metanol (128). S in  embargo hay o tras  

bacterias , que aunque no u tilizan  m etano, son capaces de u til iz a r  metanol 

como fuente de carbono y en erg ia , por ejem plo : Pseudomonas extorouens 

(2 5 ,4 2 , 44) Hvphomicrobium sp. (41 , 129, 130, 131), Methvlomonas m etha-  

nolica (2 , 23 , l l6 )  v Pseudomonas u tilis  y P . inaudita (137), Pseudomonas 

achinensis (77)

Entre los actinomicetos y levaduras que u tilizan  m etanol, desta- 

can : Streptom vces sp. (53 ), Toru lopsis  glabrata (6 ), T .  methanosorba y T .  

methanodomercgii (135), K loeckera sp. n5 2201 (8 3 ), Candida boid in ii (92 ,

95) y Hansenula polymorpha (57).

Los cu ltives de b acte rias , en los que se u tiliz a  metanol como 

sustrato , tienen sobre los cultives de levaduras, la  ventaja de presenter m a- 

yores tasasde crecim iento  y coeficientes de produccion y productividad. La  

oxidacion del metanol por b acte rias , es llevada a cabo por un sistem a en- 

zim atico , que depende de la nicotinam ida adenîn dinucleotido; (N A D ), m ientras
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que la  oxidacion de metanol por levaduras, apar ente m ent e tiene lugar a t r a ­

vels de una alcohol oxidasa, que requ iere  flav in  adenin dinucleotido (FAD)(93, 

95 , 96 ). El coeficiente de produccion mas bajo que se obtiene en el c re c i -  

miento de levaduras sobre m etanol, puede ser debido a una menor produccion 

de adenosin trifo s fa to  (A TP ) a p a rtir  de F  AD reducido, que a p a rtir  de NAD  

reducido.

E l ca lo r lib e r ado durante el crec im iento  de m icroorganism os  

sobre m etanol, es menor que el liberado cuando el crec im iento  se re a liz a  so 

bre n -a lcanos, aunque es lo suficientem ente elevado como para hacer necesa 

r ia  la  re frig e ra c io n  de los ferm entadores empleados en la  produccion de S C P  

a tem peraturas de crec im iento  comprendidas entre 30 y 325C. Con el fin  de 

ev ita r este incoveniente, se ha estudiado la  posibilidad de a is la r organism es  

term o to leran tes , que sean capaces de c re c e r en metanol a una tem peratura  

de 372 C a 422C , encontràndose que, tanto bacterias  ta ies  como Pseumonas 

bella  T S  1008 (113) Pseudomonas m ethvlotropa (M ethvlophilus m ethv lo tro - 

phus) (35 , 37) y Methvlococcus N C IB  11083 (64) asi como levaduras ta ies co 

mo Hansenula polvnr.oroha (63) y P ich ia  methanothernr a MO 104 (74) pueden 

crecer bien en metanol a dicha tem pera tura .

E l proceso mas avanzado para la  produccion de S C P  a p a rtir  de 

m etanol, ha sido desarrollado  por la  Im p eria l Chem ical Industries L im ite d , 

siendo el m icroorganism o empleado el Methvlophilus methvlotroohus (3 , 4)

Un nuôvo tipo de ferm entador ha sido disehado con el fin  de u tiliz a r le  en este 

proceso. El s is tem a , que ha sido descrito  por Cou y co l, (37) ha sido d is e  

ftado para m antener una tasa de transferen cia  de oxigeno mas elevada, sin 

lim itacion  de oxigeno, e lim in a r el ca lor liberado durante el crec im iento  a 

productividad a lta , m antener homogenea la fase liq u id a , y ev ita r problem as
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de esterilidad  que se presentan en los ferm entadores convencionales, debidos 

a las junturas y c ie rre s  m ecanicos. IC I tam bién ha desarro llado  un proceso  

de aglom eraciôn para la separacion in ic ia l de las celui as bacterianas del m e­

dio de cu ltivo , lo que per m ite que la centrifugacion fin a l se re a lic e  de un pro  

ducto mucho mas soli do que lo conseguido por otros métodos.

Durante très  aHos se ha trabajado a n ivel de planta p ilo to , obte­

niendo 1 .000 toneladas por aMo, y actual mente esta en construccion una plan­

ta con capacidad para producir 50 .000  a 75 .000  toneladas al aMo, la  cual en­

t ra ra  en funcionamiento a fina les  de 1.979 (3)

La M itsubishi Cas C h irr ical Company Inc . en Japon ha cultivado  

a nivel de planta piloto levaduras que to leran tem peraturas de a lrededor de 

402C cuando u tilizan  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 I C I .

La M itsubishi Petrochem ical C o . L td . tam bién ha estudiado la  

posibilidad de producir S C P  a p a rtir  de bacterias y levad uras , utilizando  

metanol como sustrato , tanto en sistem as de cultivo discontinuo como conti­

nuo.

Debido a que en los trabajos realizados por d iversos investiga- 

dores, sobre el va lor nutritivo  de las proteinas m icrobianas,(obtenidas a pari 

t ir  de h idrocarburos y metanol) se ha podido com probar que no se produc en 

cambios patolôgicos en los roedores y anim ales dom ésticos(pollos, g a llin as , 

cerdos, te rn e ra s , etc . . . )  a los que se les ha sustituido parte de las p ro te i­

nas de su d ieta por S C P  (7 , 37 , 22 , 70 , 104, 105, 106, 120, 125, 127) y
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teniendo en cuenta las «ventajas mencionadas an terio rm en te , que présenta el 

metanol como sustrato , asi como el enorm e atractivo  que presentan las p ro ­

teinas b acterian as , se ha estudiado la  posibilidad de encontrar b ac te rias , que 

utilizando metanol como unica fuente de carbono y en erg ia , sean capaces de 

producir un rendim iento ta l ,  que haga rentable la obtencion a nivel industria l 

de S C P  a p a r t ir  de dichas b ac te rias , siendo los p rim ero s  resultados de este 

traba jo  recogidos en esta tes is .
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Plan de trabaio

Nuestro plan de trabajo va orientado a la busqueda y c a ra c te r i-  

zacion de bacterias capaces de u tiliz a r  metanol como unica fuente de carbono 

y en erg ia , para p o s te rio rrrente estudiar su d esarro llo  en ferm entador a es­

cala s e m i-p ilo to , con el fin  de obtener biom asa, y lo podemos re s u m ir en los 

siguientes puntos :

12) A islam iento de bacterias a p a rt ir  de suelos de d iferen tes  

procedencia, con el fin  de se lecc ionar, las que sean capaces de u t il iz e r  m e­

tanol como unica fuente de carbono y energia .

22) Identificacion de las bacterias seleccionadas, por sus c a -  

ra c te ris tic a s  m orfo logicas, fis io logicas e tc . . .

32) Conservacion de las bacterias  seleccionadas, en un medio 

que nos p crm ita  la posterior u tilizacion  de dichas b acte rias , durante un pé­

riode de tiempo lo mas largo posible.

42) Eleccion de entre todas las bacterias seleccionadas ante—  

r io r m ente, de aquellas que en condiciones o ptim as, produzcan un m.ejor ren  

dim iento en cultivo discontinue, utilizando un medio de cultivo a base de sa­

les m inéra les y m etanol.
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T O M A  D E  M U  E ST RA S

Las m uestras fueron tomadas de suelos procedentes de d ife ren ­

tes regiones espaMolas, correspondiendo 26 m uestras a la  zona C en tro , _7 a 

la zona N o rte , 3 a la  zona S u r y 3 a la  zona de Levante.

La toma de m uestras fué re a liz a d a , cogiendo el suelo de la zo­

na com prendida entre los cinco y veinte centim etros de profundidad, y depo- 

sitandolo en frascos e s té r ile s , en los que fué transportado al lab o ra to rio , pa 

ra  su p osterio r u tilizac io n .

Las tom as de m uestras fueron llevadas a cabo p re fe r ent em ente 

en p rim av era  y en otofio, pues en estas estaciones la poblacion m icrobiana  

del suelo es mas abondante, debido a :

12) Que los deshielos y las Ilu v ias  fa v o recen el d esarro llo  de 

los m icroorgan ism os, m ien tras que el ve r ano es seco por fa lta  de p réc ip ita  

ciones, y el invierno es seco bio logicam ente, por estar el agua helada en la  

parte superio r del suelo y no poder se r u tilizad a por los m icroorganism os  

para re a liz a r  sus funciones v ita les .

22) Que la  p rim avera  y el otoHo son las épocas mas propicias  

para la m ultip licacion  de los m icroorgan ism os, pues las tem pera turas  son
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suaves, presentando el otoMo la  ventaja de una gran aportacion de m ateria  ojr 

ganica, como consecuencia del periodo vegetative de las plantas anuales y ca 

duc ifo lias .
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A IS L A M IE N T O  D E  B A C T E R IA S  P R O C E D E N TE S  D E L  SU E LO  C A P A C E S  DE  

U T IL IZ A R  M E T A N O L  COM O U N IC A  F U E N T E  D E  CARBONO Y E N E R G IA .

Con el f in  de e lim in a r los m icroorganism os que no fueran capa­

ces de u t il iz a r  metanol como unica fuente de carbono y en erg ia , los ais lam ien  

tos fueron realizados por cultivo de enriquecim iento en un medio a base de 

sales m in éra les  y m etanol.

C ultivo  en agit ador

Los ais lam ientos fueron llevados a cabo, suspendiendo 1 gram o  

de t ie r r a ,  previam ente tam izada para descomponer todos los agregados del 

suelo , y de jar las p articu las  su eltas , en 10 m l de suero fis io logico es ter i l ,  y 

sembrando 1 m l. de esta suspension en una am polla especial para cu ltivo  su- 

mergido con a ireac io n , que contenîa 100 m l. de medio de cu ltivo . Una vez 

sembradas. las am pollas fueron incubadas en agitacion, a una tem pera tura  de 

30 2 C durante seis d ias.

Las mencionadas am pollas son recip ientes de v id rio  P y re x , en 

fo rm a de T , cuya base in te rio r es rugosa con el fin  de que en el s istem a de 

agitacion se fa c ilite  la a ireacion  del m edio. T ienen  una capacidad total de 

300 m l. y fueron especialm ente diseMadas para cultivo  sumergido con a ire a ­

cion, en el Institu te de Ferm entaciones Industria les (69).

El agitador que fué utilizado es e le c tr ic o , de va ivén , modelo 

Belenguer, de accionamiento autom atico, con s istem a transis torizado  para
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la regulacion automatic a de su tem peratura in te r io r . Consta de cinco ban- 

dejas de 110 x 40 cm . perforadas para poder adaptarles bandas adhesivas 

que sujeten los recip ientes que se van a a g ita r, E l m ovim iento de vaiven de 

las bandejas lo im p rim e un m otor de 1 HP  con conexiôn tr ifâ s ic a  a 220 V  

con potencia para 1 .500 r .p .m .  y con reductor de velocidad fo rm  ado por d i­

versos trenes de poleas que perm iten obtener una velocidad de accionamiento 

de 80 -  90 r .p .m .  El sistem a da calefaccion consiste en un juego de resi_s 

tencias e le c trica s  de baja in e rc ia  té rm ic a , con un consumo in ic ia l de 2 .0 0 0  

w atios , conectadas al s istem a term ostatico  regulador de tem p era tu ra . En 

el cuadro de mandos hay un conmutador especialm ente disehado para re a liz a r  

operaciones taies como la de p a ra r automàticamente el apar ato tan pronto co 

mo sean ab iertas sus puertas fro n ta le s , poniendose en m archa en cuanto sean 

cerrad as las puertas. El conjunto va provisto de una envoltura m etâlica con 

aislante té rm ico .

Como medio de cultivo fué u tilizado  el descrito  por C . Anthony 

y L .J .  Zatman (5) para el crec im iento  de Pseudomonas sp. 14 -27 , con la mo 

dificacion de que el suif ato amonico fué sustituido por u rea por ser ésta mas 

fa c il de a s im ila r , y cuya composicion es la  siguiente ;

K2HPO4 2 . g .

NaCl 0 .5  g.

F e S 0 4 7 H2 0  0 .001  g.

M gS 0 4 7 H20  0 .025  g.

Agua destilada 1 l it ro .

E l ph se ajusta a 6 .9  con C l H N . en un ph-m etro  radiom eter 

rr odelo PHM 22. Una vez repartido  en am pollas se e s te r iliz a  a 121 -C
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durante 15 nûnutos en un autoclave e lec trico  m arca IM A H O . Una vez e s te -  

rilia a d o  y enfriado se le aftaden en condiciones e s té r ile s , por cada 100 m l;  

de medio 0 .5  m l. de metanol y 1 m l. de soluciôn acuosa de u rea  al 9 % p re ­

viam ente e s te rilizad a  por filtra c io n  am icrob ica a través  de un f i l t r o  M ilip o -  

re  de 100 m l. de capacidad al que se acopla una plaça filtra n te  tipo H . A . de 

0 .4 5  u de d iam etro  capaz de re ten er todo tipo de m icroorganism os. E l me 

tanol y la  urea se aOaden al medio ya ester il  izad o , por no poder ser e s te r i-  

lizados por c a lo r .

Las condiciones e s té riles  se consiguen trabajando en una cam a  

r a  e s té ril equipada con lam para germ ic ida de rayos u ltra v io le ta ,

Obtencion de cu ltives puros.

Cuando en las am pollas inoculadas con t ie r r a  hubo d esarro llo  

abondante se hizo una observaciôn m icroscop ica, para conocer cl aspecto de 

la  poblacion m icro b ian a , realizandose seguidamente el a is lam iento  en plaça  

para obtener los m icroorganism os en cultivo  puro. El a is lam iento  se re a ­

liz e  tomando 1 m l. de cultivo  (procurando que no lleve t ie r ra )  y suspendien- 

dolo en 10 m l. de suero fisio logico  e s té r il 0 .1  m l. de esta suspension se 

sem brô en plaças que contenîan un medio de cultivo  agarizado a base de sa­

les m in éra les y m etanol. La siem bra se re a liz o  por extension en superfic ie  

con espatula de D rig ra ls k y .

Las plaças asi sembradas fueron incubadas durante siete dias  

a 302 c ,  en estufa.
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Las colonies que aparecieron en las p laças, fueron observadas 

con lupa estereoscopica m arca W ild M -3  con la que se pueden alcanzar hasta 

40 aumentos, basandose el c r ite r io  de eleccion de las m ism as en su aspecto 

y predom inio.

Una vez examinadas las colonias y observados los m icroo rg a­

nismos en el microscopio m arca W ild  M -2 0  de ccntraste de fase y campo o s- 

cu ro , con el que se pueden alcanzar hasta 400 aumentos con objetivos secos 

y 1 .000 con el de inm ers ion , se e lig ieron  solo los bacilos m o viles , debido a 

que en la b ib liografia  consultada, excepto algunas pertenecientes al género 

Methvlococcus (cocos) (30 .8 7 ) las bacterias citadas como productoras de 

biomasa a p a rtir  de m etanol, son bacilos m o viles , siendo los pertenecientes  

al género Pseudomonas los que han mostrado resultados mas sa tis fac torios.

El medio de cultivo u tilizado  para re a liz a r  los aislam ientos fué 

el descrito  por C.Anthony y L .J .  Zatm an (5) para el ais lam iento  de Pseudo­

monas sp . M -2 7  cuya composicion es la  siguiente ;

K2HP0 4 2 g.
(NH 4)2S04 2 9 .

NaCl 0 .5  g.

F eS 0 47H 20 0 .0 01  g

M gS 047H 20 0 .0 25  g

Agar 15 g.

Agua destilada 1 litro

Se e s te r iliza  a 1219 C durante 15 minutos cuando el medio fun­

dido esta a 459 C antes de re p a rtir lo  en las  p laças, se le  aMaden 5 m l/L
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de m etanol, pues como ya se ha indicado an terio rm en te , el metanol no se puje 

de e s te r il iz a r  por ca lor

Resultados

Como puede observarse en la  tabla 1 se exam inaron 40 m uestras  

num eradas por orden cronôlôgico de llegada al lab o ra to rio , numerandose tam  

bien las  cepas procédantes de cada m uestra siguiendo un orden c o rre la tiv o .
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Procedencia de las m uestras analizadas y cepas ais ladas.

Procedencia N9 de m uestra NS de cepa

Zona Centro 1 5 .0 0 0

5 .0 01

5 .0 02

Zona Centro 2 5 .0 0 3

Zona Centro 3 5 .0 0 4

5 .005

5 .0 06

Zona Centro 4 5 .0 07

5 .0 08

5.009

Zona Centro 5 5 .0 1 0

5 .011

Zona Centro 6 5 .0 12

5 .0 13

Zona Centro 7 5 .0 14



T A B L A  I ( C o n t i n u a c  i on)

Procedencia N9 de m uestra N2 de cepa

5.015

5 .016

5 .017

Zona Norte 8 5 .018

5 .019

5 .0 20

5.021

5.022

Zona N orte 9 5 .023

5 .0 24

5 .025

Zona -Centro 10 5.026

5 .027

21ona Centro 11 5.028

5 .029

Zona Centro 12 5 .0 30

5 .031

5 .032

5 .0 33



T A B L A  I ( cont  i nuac i on)

Procedencia N9 de m uestra N9 de cepa

Zona Centro 13 5.0 36

5 .0 37

5 .0 38

Zona Centro 14 5 .0 4 0

5 .0 41

5 .0 42

5 .0 43

5 .0 4 4

5 .045

Zona Norte 15 5 .047

Zona de Levante 16 5 .048

5 .049

Zona N orte 17 5 .051

5 .052

5 .053

5 .054

5 .055

Zona Centro 18 5.058

5.059



T A B L A  I ( c o n t i n u a c i o n )

Procedencia N9 de m uestra N9 de cepa

Zona Norte 19 5 .0 6 0

5 .0 61

Zona Centro 20 5 .0 62

5 .0 63

5 .064

Zona Centro 21 5 .0 65

Zona Centro 22 5 .0 66

Zona Centro 23 5 .0 67

5 .0 68

Zona Sur 24 5 .0 69

Zona Centro 25 5 .0 7 0

5 .071

Zona S ur 26 5 .0 72

5 .0 73

Zona Centro 27 5 .0 74



T A B L A  I ( c o n t i n u a c i o n )

Procedencia N9 de m uestra N2 de cepa

5 .0 75

5 .0 76

Zona Centro 28 5 .0 77

5 .0 78

5.079

5 .0 8 0

Zona Centro 29 5 .0 81

5 .082

5 .083

Zona Centro 30 5 .0 84

5.085

5 .0 86

5 .087

Zona Sur 31 5 .0 88

5 .089

5 .0 90

Zona de Levante 32 5.091

5.092



T A B L A  1 ( c o n t i n u a c i o n )

Procedencia N9 de m uestra N9 de cepa

Zona N orte 33 5 .093

5 .0 94

Zona de Levante 34 5.095

5 .096

5 .097

5 .098

Zona Centro 35 5.099

5 .1 00

Zona N orte 36 5 .101

Zona Centro 37 5 .1 0 2 .

5 .103

5 .104

Zona Centro 38 5 .105

5 .106

21ona Centro 39 5.107

Zona Centro 40 5 .1 08

5 .109
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Discusion de los resultados

Como puede apreciarse en la  Tab la  1 , 103 cepas fueron ais la  

das por cultivo de enriquecim iento en un medio a base de sales m in éra les  y 

m etanol, a p a rtir  de 40 m uestras de suelos.

Aunque las m uestras proceden de regiones muy d ife ren tes , la  

poblacion m icrobiana encontrada es bast ante u n ifo rm e, pues si bien es c ie rto  

que como ya se ha indicado, los cocos y hongos que se a is laron  fueron dese- 

chados, estos aparecieron en escasas ocasiones, no habiéndose encontrado  

en ningun caso levaduras.

Esta unifo rm idad de los m icroorganism o ais lados, logicam ente, 

es debida a que el medio en el que fueron realizados los ais lam ientos , por 

ser escaso en nutrientes, es selective para gran numéro de m icroorganism os



37 -

CO N SER VA C IO N  DE C U L T IV O S  PUROS

M ien tras  se estaba trabajando con e llo s , los cultivos puros fue—  

ron conservados en M ic ro  Assav C u lture  Aoar (Difco) dispuesto en tubos incU 

nados, que debidamente etiquetados fueron almacenados a 42 C .

Los m icroorganism os que no iban a ser utilizados durante un la r ­

go periodo de tiem po , fueron conservados en T ie r r a  e s té r il . repartida  en tu­

bos de ensayo, que debidamente etiquetados, fueron almacenados a la  tem pe­

ra tu ra  am biante.

La t ie r r a  e s té r il se préparé de la siguiente m anera : la t ie r ra  

fué tam izada con el fin  de que quedara fin a  y homogénea. Se seco durante 

dos horas a 100 2 C y se re p a rtiô  en tubos de ensayo, poniendo en cada tubo 

una cantidad ta l ,  que alcanzara aproxim adam ente unos 2 cm . de a ltu ra . Con 

objeto de saber cuanto tiempo era  necesario  e s te r iliz a r  la t ie r ra  asî prépara  

d a, se h ic ieron  4 lotes de 20 tubos cada uno, esterilizandose:
/

El p r im e r lo te , media hora a 121 2 C . durante dos dias consecu-

tivos.

tivos.

El segundo lote media hora a 121 2C durante trè s  dias consecu—

El te rc e r lo te , trè s  cuartos de hora a 121 2 C durante trè s  dias 

consécutives.
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El cuarto lo te , una hora a 121 2 C durante trè s  dias consécutives

10 tubos de cada lote fueron sembrados en agua de levadura y los 

otros 10 en Bacto F lu id  Thioglycolate Medium (D ifco ). Todos los tubos fue­

ron incubados a 30 2 C durante 8 d ias. Pasado este tiem po, los unices tubos 

que no presentaban d esarro llo  bacteriano eran los pertenecientes al cuarto  

lo te , de lo que se dedujo, que era  necesario  e s te r iliz a r  la t ie r r a  una hora  

a 1212 C durante trè s  dias consécutives.

El agua de levadura fué u tilizad a por ser un medio econômico en 

el que se pueden d e s a rro lla r gran cantidad de m icroorganism os. Se prépara  

(50) desmenuzando y homogeneizando 100 g. de levadura prensada, del com er 

cio en un lit ro  de agua destilada, y llevandolo a ebulliciôn durante 30 minutos 

Una vez hervido y enrasado al volùmen in ic ia l, se déjà en repose en never a 

a 42 C , durante 24 h oras , con el fin  de que se sépara la  m ayor parte del m a­

te r ia l no solubilizado. T ran sc u rrid o  este tiem po se decanta y se f i l t r a ,  uU 

lizando un f i lt ro  S e itz  con plaça f iltra n te  K 7 , sobre la  que se fo rm a una p re -  

capa, al f i l t r a r  12 g. de K isselgur disueltos en 200 m l. de agua destilada.

Una vez filtra d o  se rep arte  y e s te r iliz a  a 121 2 C durante 15 minutos.

El Bacto F lu id  Thioglycolate Medium fué empleado para detectar 

la  prcsencia de gérm enes anaerobios.
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ESTU D IO  COM PAR AT I VO D E L  C R E C IM IE N T O  PE  LO S C U L T IV O S  PUROS  

EN UN M ED IO  A B A S E  P E  S A L E S  M IN E R A L E S  Y M E T A N O L .

Este e studio fué llevado a cabo con los 103 cultivos puros de que 

disponîam os, con el objeto de agruparlos segun su capacidad para d esarro —  

lla rs e  en un medio a base de sales m inéra les y m etanol.

Cultivo en ampolla

Fué rea lizad o  de la siguiente m anera : de cada cultivo conserva  

do en t ie r ra  e s té r il ,  aproxim adamente 0 .1  gram os de t ie r r a ,  fueron sembra  

dos en un m atraz que contenîa 25 m l. de agua de levadura. Las siem bras -  

fueron rea lizad as con la ayuda de v a rilla s  huecas de v id r io , de punt a biselada 

que previam ente habian sido e s te rilizad as , nos p erm itie ro n  tom ar cantida- 

des de t ie r r a  aproxim adamente iguales en condiciones e s té r ile s . Los ma -  

tra ce s , una vez sem brados, furon incubados en estufa a 302 C durante 48 ho­

ra s . Pasado este tiem po, el contenido de cada m atraz fué centrifugado a 

9 .0 00  r . p . m  durante 15 minutos y el sedimento obtenido fué sembrado en 

una ampolla s im ila r  a las u tilizadas en el ais lam iento de las cepas, que con- 

tenla 100 m l. de m edio, de composicion idéntica a la del medio utilizado por 

C.Anthony y L . J .  Zatm an (5) pare el cultivo de Pseudemonas sp . M -2 7 .  

Estas am pollas fueron incubadas en agitacion a una tem peratura de 30 2 C . 

Cuando los cultivos de las citadas am pollas alcanzaron la fase de crec im ien ­

to exponencial, 50 m l. del contenido de cada am polla fueron cenlrifugados  

a 9 .0 00  r . p . m  durante 15 minutos y los sedimentos obtenidos fueron s e m --  

brados en o tras tantes am pollas que contenîan 100 m l. de medio cada una.
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Esto se rep itiô  cuatro veces, antes de usar les citados sédim entos, como 

inocules de unas am pollas, que al igual que las an terio res  oontenîan 100 m l. 

de medio cada una y f l ie r  on incubadas en agitaciôn a una tem perature de 30 G 

C . En les cultives desarro llados en estas u ltim as am pollas fué medido el 

crec im ientc mediante medidas tu rb id im é tric a s , rea lizad as  en un espectrocc- 

Ic r im e tro  M od, Spectrcnic 72 , a una longitud de cndade 660 nm . , em plean- 

do como blanco agua destilada a la  que le  fué asignada una absorciôn igual a 

c e ro .

Todes esos pases fueron realizados con objeto de adaptar a los 

m icroorganism os a v iv ir  en el medio y condiciones de cultive en que estaba- 

mos trabajando.

Resultados

Los resultados pueden observarse en la T ab la  I I  en la que el d e- 

sa rro llo  ce lu lar esta representado per una, dos, trè s  o cuatro c ru c es , segun 

que este sea escaso, re g u la r , bueno o muy bueno.
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Cupacidad de d esarro llo  de los cultivos puros sobre metanol determ inada  

por tu rb id im e tr îa .

NS de cepa D esarro llo  ce lu la r Horas de cu ltive

5 .0 0 0 f  f  + 72

5 ,0 01 "f- f 72

5,002 t 72

5,003 f  f  + 72

5 ,0 04 f + 96

5 ,0 05 f  f 96

5 ,0 06 f  f 72

5 ,007 + 72

5 ,0 08 72

5,0 09 f + + 72

5 ,0 1 0 4- 72

5,0 11 f  4- 72
5,0 12 4 96

5 ,0 13 4 72
5 ,0 1 4 4 4 72
5 .0 15 4 4 4 - 72
5.0 16 f 4 72
5 ,0 17 4 4 72
5,018 4 4 72



T a b l a  I 1 ( c o n t i n u a c i o n )

NQ de cepa D e sa rro llo  ce lu lar Horas de cultivo

5 .0 19 f  4 72

5 .0 2 0 t 72

5.021 4 4 72

5.022 4 f 72

5.023 4- 4 72

5 .0 24 4 72

5.0 25 4 72

5.0 26 4 4 4 72

5.027 4 4 4 72

5.028 4 4 72

5 .0 29 4 4 72

5 .0 30 4 72

5.031 4 72

5.0 32 4 72

5 .033 4 72
5.0 36 4 72
5.037 4- 72
5.0 38 4* 72
5 .0 4 0 4 72
5.041 4- 72
5.042 4 72

5 .0 43 4 4 72
5.044 4 72



T A B L A  I I  ( c o n t i n u a c i o n )

Nfi de cepa D e sarro llo  ce lu lar Horas de cultivo

5.045 4 72

5 .0 47 4 4 72

5.048 4 72

5 .049 4 72

5 .051 4 72

5 .052 4 72

5 .0 53 4 72

5.0 54 - f 72

5.055 f 72

5.058 4 72

5.059 4 72

5 .0 60 4 72
5.061 4 72
5.062 -4 72

5.063 4 72
5.064 4 72
5.065 4 72
5 .066 4 4 4 4 72
5.067 4 4 4 72
5.068 4 4 72
5.069 4 4 4 72
5 .0 70 4 4 4 72
5:071 4  4 72



T AR LA I I  ( c o n t i n u a c i o n )

N5 de cepa D esarro llo  ce lu lar Horas de cultivo

5 .0 72 f + 4 72

5 .0 73 4 4  + 4 72

5.0 74 4 72

5.075 4 72

5.0 76 4 4 84

5.077 4 4 84

5.0 78 4 4 4 72

5 .079 4 72

5 .0 8 0 4  4 4 72

5.081 4 4 72

5.082 4 4 72

5.083 4  4 72

5.084 4  4 72

5.085 4 4 72

5.086 4 72

5.087 4 72

5.088 4 72

5.089 4 72

5 .0 90 4 4 72

5.091 4 4 72

5.092 4 4 4 72

5 .0 93 4 72

5 .0 94 4 72



T A B L A  I I  ( c o n t i n u a c i o n )

N5 de cepas D e sarro llo  ce lu lar H oras de cultivo

5 .095 4 72

5 .096 4 + 72

5.097 4 72

5 .098 4 72

5 .099 4 96

5 .1 00 4 72

5.101 4 4 72

5.102 +  4 4 72

5 .103 4 4 72

5.104 4 4 72

5.105 4 4 72

5.106 4 4 72

5.107 4 72

5.108 4 4 72

5.109 4 72
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Discusion de los resultados

Todas las cepas que poseemos son cepaces d eu tiliza r metanol co 

mo ûnica fuente de carbono y energ ia , lo cual es logico, pues como ya se ha 

indicado an terio r m ente, todas e llas  fueron aisladas en un medio a base de sa 

les m in éra les  y m etanol.

Como puede ap rec iarse  observando la  T ab la  I I ,  las 103 cepas 

que tenem os, pueden d iv id irse  en cuatro grupos segùn el d esarro llo  que h a - 

yan alcanzado en el medio a base de sales m in éra les  y metanol ya citado.

Al 1- grupo pertenecen las cepas 5 .0 66  y 5 .0 73  con las que se 

consiguieron alcanzar densidades opt’cas de 3 .3  y 3 .5  respectivam ente, que 

aproxim adamente corresponden a unos rendim ientos de 1 .1  y 1 .2  g /L  de ma 

te r ia  seca. Estas cepas, por ser las que presentan m ayor d esarro llo  ce lu ­

la r ,  son las mas interesantes para nosotros.

Al 2 -  grupo pertenecen 14 cepas con las que se consiguieron a l­

canzar densidades opticas comprendidas entre 2 y 3 que aproxim adam ente co 

rresponden a un rendim iento comprendido entre 0 .7  y 0 .9  g /L  de m a teria  se 

ca.

Al te rc e r grupo pertenecen 36 cepas con las que se lograron a l­

canzar densidades opticas comprendidas entre 1 y 2 que corresponden aproxi 

madarrente a un rendim iento de 0 .4  y 0 .7  g /L .

Al cuarto grupo pertenecen 51 cepas que aunque son capaces de
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u tiliz e r  metanol como unica fuente de carbono y energ ia , en el medio em -  

pleado en este ensayo, no produjeron un rendim iento superior a 0 .4  g /L .
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ES TU D IO  TA X Q N O M IC O  DE LO S C U L T IV O S  P U R C S

Estudio Morfoloqico

Fué llevado a cabo en cultivos jovenes, obtenidos, sembrando un 

asa de cada cultivo conservado en tubos inclinados de M ic ro  Assay C u ltu re  

A g a r, en un tubo que contenîa 10 m l. de Agua de Levadura e incubando di —  

chos tubos a 30 9 C durante 24 horas.

La fo rm a y m ovilidad fueron observadas entre porta y cubre en 

un microscopio m arca R e ic h e rt, en oampo cla ro  a 630 aumentos.

Tamaho Acoplando al rriicroscopio m arca R eichert un m icrom e  

tro  objetivo y un m icrom etre  o cu la r, para la  combinacion optica de 630 au—  

m entos, cada division del m icrom etro  ocular équivale a 2 .2  m ic ra s . Con ejs 

ta combinacion optica fué medido el tamaho de los m icroorganism os.

T ine ion de G ram  fué re a lizad a  segun la técnica d escrita  en el 

Handbuch der M ikrobiologischen Laboratorium s-technik  (21)

Resultados Todas las cepas que poseemos son bacilos rectos  

m oviles , de tamaho comprendido entre 0 . 5 - 1  u de ancho por 1 . 5 - 4  u de 

la rg o , y Gram  negativos.

Estudio F is io looico  

Fué realizado  en cultivos jov«mes de las cepas en estudio, u tili-
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zando como testigos, cepas puras procedentes de d iferentes colecciones. Es 

tas cepas son las siguientes :

Pseudomonas solanacearum N C P PB  325 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10.701  

Pseudomonas insueta ATCC 21 .276  

Pseudomonas fluorescens C E C T 378 

Pseudomonas p is i C EC T 94

Las pruebas fis io logicas que fueron realizadas son las siguien­

tes :

Oxidasa . -  Esta prueba fué re a liz a d a , siguiendo la técnica de K. 

Kovacs (59) que consiste en depositar sobre un papel de f i l t r o  2 6 3 got as de 

solucion acuosa al 1% de te tra m e til p -fen ilend iam ina, y extender sobre este 

papel impregnado de re ac tiv o , un poco de la colonia del germ en a estud iar, 

procédante de un cultivo de 24 horas en M ic ro  Assay C ulture Agar (D ifco).

La aparicion inm ediata de una co lo raciôn purpura indica la presencia de una 

oxidasa en el s istem a enzim atico del gérm en.

C a ta la s a .-  La presencia de este enzim a fué detectada por el 

metodo descrito  en el Handbuch der M ikrobiologifchm  Laboratorium stechnik  

(21).

Tipo  de re so irac io n . -  Fué determ inado siguiendo la  técnica des 

c rita  en el Manuel de Techniques Bactériologiques (13)
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O xidaciôn/Fernientacion de la  g lucosa. -  Esta prueba que nos 

per.Tiite d ife ren c ia r las bacterias que presentan m etabolism o fe rm e n ta tiv e , 

de aquellas que lo presentan oxidativo , fué llevada a cabo, siguiendo la téc­

nica de R . Hugh y E . Leifson (49) quienes dem ostraron que cuando un m icro  

organism e es inoculado en dos tubos que contienen un medio apropiado al que 

se ha anadido un determ inado hidrato de carbono, y el medio de une de los tu 

bos se cubre con p ara fin a , para e lim in a r el oxigeno, m ien tras que el medio 

del otro tubo se deja descubierto, se pueden observer las siguientes re a c c io -  

nes de va lo r dif erencia l :

Los organism o ferm entativos produciran reacciôn acida en los

dos tubos.

Los organismos oxidativos produciran reacciôn acida en el tubo 

descubierto, y lig era  producciôn de acido o ausencia de crec im iento  sin cam  

bio de color en el tubo tapado.

Los organismos que no est an clasificados ni como ferm entativos  

ni como oxidativos, no produciran cambio alguno en el tubo tapado, o rig i—  

nando lig e ra  reacciôn alcalina en el destapado.

U tilizaciôn  de C it ra to .-  La capacidad de u tiliz a r  c itra to  como 

unica fuente de carbono, fué puesta de m anifiesto , cultivando los m icroo rg a­

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

C itra to  sôdioo 2 g.

NaCl 5 g.

M gS0 4  7H2O 0 .1  g.

NH4 H2 PO4 1 g.
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K 2HPO4 1 g.

Agua destilada 1 l it re

L as  s a les  se d isu e lven  en el agua y se a jus ta  e l ph a 6 .7  -  6 . 9 .

Se rep arte  en tubos y se e s te r iliz a  a 121 2 C durante 15 m inutes. Los tubos 

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

Produce ion de Pigm entes F lu o rescentes . -  Fué determ inada, 

sembrando cultivos jovenes de las cepas a ensayar en Pseudomonas Agar F  

(Difco) al que se habian ahadido 10 g. por l it r e  de g lic e rin a , e incubando los 

tubos sembrados a 302 C durante 48 horas.

Produccion de P ioc ian in a . -  Fué determ inada, sembrando c u lti­

vos jovenes de los m icroorganism os a es tu d iar, en el medio King A  (55) que 

favorece la  form acion de pigmentes piocianiccs y cuya composiciôn es la s i­

guiente :

Bacto peptona (Difco) 20 g.

Agar 15 g.

G licero l 10 g.

K 2SO4 10 g.

M gCl2 1 .4  g.

Agua destilada 1 lit r e

Se reparte  en tubos y se e s te r iliz a  a 121 2C durante 15 m inutes. 

Los tubos se dejan e n fr ia r  en posiciôn inclinada y una vez sembrados se in - 

cuban a 30 2 C .

Arginina D ih id ro la s a . -  La presencia de este enzim a capaz de
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en anaerobiosis, tran s fo rn ia r la  arginina en o rn itin a , amoniaco y anhidrido  

carbônico, fué detectada siguiendo la técnica de Thorn ley (115) se u tilize  es­

ta técnica, en lugar de la recomendada por M o lle r (79) para la  determ inacion  

de descarboxilasas de aminoacidos en Enterobacteriaceas, porque s i se sigue 

el método de M o lle r ,  debido a que la m ayor parte de nuestras cepas no f e r —  

mentan la glucosa, el tubo co n tro l, en vez de ponerse a m a r illo , aparecera  

de un color g ris  ligeram ente m orado, que puede confundirse con la coloraciôn  

vio leta que présenta el medio cuando la prueba es positiva . Sin embargo s i­

guiendo la técnica de Thorn ley los resultados son mas fac iles  de in te rp re te r ,  

ya que el medio tom ara co lor purpura o naranja segùn que la prueba sea p o ^  

tiva o negative.

H id ro lis is  de G e la tin a .-  Fué determ inada, sembrando cultivos  

jovenes de los m icroorganism os a estudiar en agua de levadura con 12 % de 

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

Producciôn de S u lfh id rico . -  Esta prueba fué llevada a cabo,sem  

brando cultivos jovenes de las cepas a estudiar en un medio sôlido cuya com­

posiciôn es la  siguiente ;

Bacto T rip tona 20 9-
Acetato de plomo 0 .2 g.
Fosfato dipotasico 2 g .
T iosulfato sôdico 0 .08 g-
Agar 15 g-
Agua destilada 1 litro

La siem bra fué rea lizad a  en picadura y los tubos sembrados
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fueron incubados a 302 C durante 10 dias.

La form acion de su lfhidrico  fué puesta de m anifiesto por ennegre 

cim iento del medio en la zona de la p icadura, debido a la  form acion  de sulfu­

re  de plomo de color negro.

H id ro lis is  de la U re a . -  La capacidad de los m icroorganism os  

para h id ro liza r la  urea con liberaciôn  de am oniaco, fué puesta de m anifiesto  

utilizando el medio recomendado por V .B .D  Skerm an (109) cuya ccm posi—  

ciôn es la siguiente :

Bacto peptona 1 g.

NaC l 5 g.

K H 2PC4 2 g.

Glucosa 1 g.

Rojo fenol 0 .0 12  g.

Agar 20 g .

Agua destilada 1 litro

Se e s te r iliz a  a 1212 G durante 15 m inutes. Se en frîa  a 5 5 -6 0 2 0  

y se le ahaden asepticam ente, 100 m l. de una solucion acuosa de urea al 20 % 

previam ente es terilizad a  por filtra c iô n  a tra v é s  de un f i l t r o  M illip o re  al que 

se habfa acoplado una plaça f iltra n te  tipo H . A de 0 .4 5  u de d ia m e tro , capaz 

de re ten er bacterias y levaduras, y se re p a rte  en tubos. La elevaciôn del ph 

originada por la liberaciôn  de am oniaco, se aprecia por un cambio de color 

del in lic a d o r, de am arillo  a ro sa .

C recim iento  a 412 C . -  Fué determ inado, cultivando los m icro  

organismos en agua de levadura a 4 l  2 C durante 48 horas.
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Reduccion de N itra to s .-  Fué determ inada segùn la técnica des­

c r ita  en el Manual of M icrob io log ical Methods (110) que consiste en sem brar  

las cepas a ensayar en caido nitratado cuya composiciôn es la siguiente ;

Bacto Beef E xtract 3 g.

Bacto peptona 5 g.

N itra to  potasico 1 g.

Agua destilada 1 litro

Se rep arte  en tubos y se e s te r iliz a  a 121 2C durante 15 m inutes. 

Los tubos una vez sembrados se incuban a 309 C y una vez desarrollados los 

microorganism os en este m edio, a cada tubo se le ahaden unas gotas de so­

lucion al 8 por 1 .000 de acido su ifam ilico  en acético 5 N . y unas gotas de 

sohiciôn al 5 por 1.000 a(-naftilam ina en acético 5N ,

La apariciôn de co lor ro jo  o rosa indica la  presencia de n itrito s

en el medio.

Resultados. -  Pueden observarse en la  T ab la  111
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C a ra c tè re s  fis io lô g ic o s  de los c u ltiv o s  puros

N9 de cepa 5000 5001 5002 5003 5004 5005 5006 5007 5008

Oxidasa _ - - - - - - - -

Catalasa + + + + + 4- 4- 4- 4-

T ipo  de resp irac iôn A A A A A A A A A

0 / F  de glucosa - - - - - - - - -

U tilizaciôn  c itra to + + + + 4- 4- 4- 4- 4-

P ig m . fluorescentes - - - - - - - - -

Piocianina - - - - - - - - -

Argn. d ih idrolasa - - - + - - _ 4- -

G elatinasa 4- + _ 4- 4- 4- + 4-

Producciôn de SH2 - - - _ 4- 4- 4- 4-

Ureasa - - - 4- 4- _ _ 4

C recim iento  41 9 C f + - 4- 4- 4- 4- 4

Reducciôn nitratos + + + - 4- + 4- 4- 4-



T AB L A  I I I  ( c o n t i n u a c i o n )

N9 de cepa 5009 5010 5011 5012 5013 5014 5015 5016 5017

Oxidasa - - - - - - - - -

Catalasa + 4 4 + 4- 4 4 4 4

T ipo  de resp irac iôn A A A A A A A A A

0 / F  de glucosa - - - - - - - - -

Utilizaciôn  c itra to + -4 4 4 4- 4 4 4 -

Pigm . Fluorescentes

Piocianina

A rgn. dihidrolasa - - 4 4 - - - - 4

Gelatinasa + 4 4 - - 4 4 4- 4

Producciôn de SH 2 + - - - 4 4 4 4 _

Ureasa - - 4 4 4 - - - _

C recim iento  41? G - 4 4 - - 4 4 4 4

Reducciôn n itratos + 4 + 4 - - 4 - -



T A B L A  I I I  j ç p n t i n u a c i o n )

N2 de cepa 5018 5019 5020 5021 5022 5023 5024 5025 5026

Oxidasa

Catalasa + + +- f

T ipo  de resp irac iôn

O /F  de glucosa

U tilizac iôn  c itra to + t

P ig m . fluorescentes

Piocianina

Argn, d ih idrolasa f
Gelatinasa + +

Producciôn de S H 2

Ureasa

Crec im iento  4 l9  C f -h +

Reducciôn n itratos -+ f - f



T A B L A  111 ( c o n t i n u a c i o n )

N9 de cepa 5027 5028 5029 5030 5031 5032 5033 5036 5037

Oxidasa _

Catalasa + + + 4- f 4- 4 4 4

Tipo de resp irac iôn A A A A A A A A A

0 / F  de glucosa - - - - 0 - F - -

U tilizac iôn  c itra to - - 4 4 -4 -4 4- -

Pigm .fluorescentes ' • - ” - - - - - -

Piocianina

Argn. d ih idrolasa - - - - 4 - 4 - -

G elatinasa + 4“ 4 _ •4 4- 4* 4

Producciôn de S H 2 - - - - - - + - -

Ureasa - - - 4 - - - -

C recim iento  412 C f + 4 f - + -4 -f -

Reducciôn n itratos + f + 4 4 4- 4- 4- -



T A B L A  I I I  ( c o n t i n u a c i o n )

N2 de cepa 5038 5040 5041 5042 5043 5044 5045 5047 5048

Oxidasa

Catalasa 4 4 4 4 4 4 4 4 f

T ipo  resp irac iôn

O /F  de glucosa

U tilizaciôn  c itra to 4 4 f 4 4

P ig m . fluorescentes

Piocianina

Argn. d ih idrolasa 4-

Gelatinasa 4 4- +
Producciôn de S H 2 4

Ureasa 4

Crecim iento  41? C 4 4

Reducciôn n itratos 4 4 - 4 -h f



T A B L A  111 ( c o n t i n u a c i o n )

N2 de cepa 5049 5051 5052 5053 5054 5055 5058 5059 5060

O xidasa 4 4
_ - -

C ata lasa 4 4 4 4 4 4 4 4 4

T ip o  de re s p ira c iô n A A A A A A A A A

O /F  de g lucosa _ _ 0 - 0 - - F 0

u tiliza c iô n  c itra to 4 - 4 4 4 4 4 - 4

Pigm  .flu o re s c e n te s

P io c ian ina

A rg n . d ih id ro la s a - 4 4 - 4 - - -
4

G e la tin asa 4 4 -4 4 4 4 4 4 4

Producciôn de S H 2 - - - 4 4 4 - - - 4

U reasa - - •4 - - - _ - 4

C re c im ie n to  412 C + 4 4 4 4 4 4 4 4

Reducciôn de n itratos 4 - 4 4 4 4 - - 4



T A B L A  111 ( c o n t i n u a c i o n )

N9 de cepa 5061 5062 5063 5064 5065 5066 5067 5068 5069

Oxidasa - 4 - - 4 4 4 4 4

Catalasa 4- 4 4 4 4 4 4 4 4

Tipo de respiraciôn A A A A A A A A A

O/F de glucosa - 0 F - 0 0 0 0 0

Utilizaciôn citrato 4 4 4 4 - 4 4 4 4

Pigm .fluorescentes - - - - - 4 4 4 -

Piocianina — -

Argn. dihidrolasa - 4 - - - 4 4 4 _

Gelatinasa 4 4 4 _ 4 4 4 4 _

Producciôn de 8 H2 - - - 4 4 4 - - _

Ureasa - - - - - 4 _ 4 _

Crecimiento 419 C 4 4 4

Reducciôn nitratos 4 - - - - 4 - - -



T A B L A  I I I  ( c o n t i n u a c i o n )

N9 de cepa 5070 5071 5072 5073 5074 5075 5076 5077 5078

Oxidasa ■f 4 4 4 4 4 4 4 4

Catalasa 4 4 4 4  . 4 4 4 4 4

T ip o  de resp irac iôn A A A A A A A A A

O /F  de glucosa - 0 - 0 - - - - -

U tilizaciôn  c itra to 4 4 4 4 4 4 4 4 -

P igm . fluorescentes - 4 - - - - - - -

Piocianina

A rgn. dihidrolasa - 4

Gelatinasa - 4 4 - 4 _ _ - 4

Producciôn de SH2

Ureasa - + 4" 4 - _ - _ w

C recim iento  4 )9  C - - 4 4 _ - - _ 4

Reducciôn n itratos - - 4 - 4 - 4 - 4



T A B L A  I I I  ( c o n t i n u a c i o n )

NS de cepa 5079 5080 5081 5082 5083 5084 5085 5086 5087

Oxidasa 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Catalasa + 4 4 4 4 4 4 4 4

T ipo  de resp irac iôn A A A A A A A A A

O /F  de glucosa 0 0 0 0 0 - - - -

U tilizaciôn  c itra to 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Pigm .fluorescentes 4 4 4 - - - - - .1

Piocianina

Argn. d ih idrolasa 4 4 4

Gelatinasa 4 - 4 4 4 4 4 4 4

Producciôn de S H 2 - - - 4 - 4 4 - _

Ureasa - 4 - - _ 4 _ 4 _

C recim iento  419 C

Reducciôn n itratos - - - 4 - 4 4 4 4



T A B L A  I I I  ( c o n t i n u a c i o n )

N9 de cepa 5088 5089 5090 5091 5092 5093 5094 5095 5096

Oxidasa + 4 4 4 4 4 4 4

Catalasa 4 4 4 4 4 4 4 4 4

T ip o  de resp irac iôn A A A A A A A A A

O /F  de glucosa 0 0 0 0 0 F F - -

U tilizaciôn  c itra to + 4 4 4 4 4 4 4 4

P ig m . fluorescentes 4 4 4 4 4 4 4 - -

Piocianina ;•

A rgn . dihidrolasa + 4 4 4 4 4 4 - -

G elatinasa 4 4 4 - - 4 4 4 4

Producciôn de S H 2 - - - 4 4 4 4 4 4

U reasa - - - 4 4 4 4 - 4

C recim iento  41 9 C - - - - - 4 4 - 4

Reducciôn n itratos 4 - - - 4 - 4 - -



T AB L A  I I I  ( c o n t i n u a c i o n )

N5 de cepa 5097 5098 5099 5100 5101 5102 5103 5104 5105

Oxidasa 4- 4- 4- + 4- 4- 4- 4- 4-

Catalasa f 4- 4- + 4- 4- 4- 4- 4-

Tipo de resp irac io n  , A A A A A A A A A

0 / F  de glucosa 0 0 0 0 0 0 F 0 -

U tilizacion  c itra to 4- 4 4- 4- -f 4- 4- 4- 4-

P igm . fluorescentes - - 4- 4- - - - - -

Piocianina - - - - - - - -

Argn. d ihidrolasa — - 4- 4- - _ - - _

Gelatinasa 4- f 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-

Produccion de 8 H2 f 4- 4- 4- 4- _ 4- 4- 4-

Ureasa 4- 4- 4- - 4- 4- _ 4- 4-

Crecim iento  41@ C 4-

Reduccion n itra tes 4- 4- - - - 4- - 4- 4-



T A B L A  I I I  ( c o n t i n u a c i o n )

N5 de cepa 5106 5107 5108 5109

O xidasa + 4 4 4

C atalasa 4 4 4 4

T ip o  de re s p ira c io n A A A A

0 / F  de g lucosa 0 ' - 0 -

U tiliz a c io n  c itra to 4 4 4 4

P ig m . flu o re s c e n te s - - - -

P io c ian in a - - - -

A rg n . d ih id ro la s a - - -

G e la tin as a 4 4 4 4

Produccion  de S H 2 - - 4 -

U rea s a - - - -

C re c im ie n to  419 C _ 4 4 +

R educcion n itra te s 4 4 4 +
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Discusion de los resultados

Todas las cepas aisladas son muy s im ila res  entre s i ,  pues to—  

das son de fo rm a b a c ila r , m o viles , de tamafio comprendido entre 1,5  y 4 u 

de largo por 0 , 5 - 1  u de ancho, G ram  negativas, aerobios es tric to s  y catala

sa positives, Aunque, como ya se ha indie ado an terio rm en te , los cocos y

hongos encontrados fueron desechados estos aparecieron en muy escasasoca  

siones y en una proporcion tan pequeha, que la uniform idad de las cepas a is ­

ladas puede consider arse  como una consecuencia de las tecnicas de aislam ien  

to em pleadas, ya que si los aislam ientos se hubieran llevado a cabo m o d ifi- 

cando param étrés ta les como ph, tem p era tu re , adicion de n u trien tes , etc , , , 

los m icroorganism os aislados serian  totalm ente d ife rentes.

Atendiendo a su com portam iento fren te  a la  glucosa y segun seen 

oxidasa positivas o negativas, las bacterias aisladas fueron divid idas en cu a- 

tro  grupos, perteneciendo al :

Grupo I . -  Las oxidasa positivas que no ferm entan la  glucosa

Grupo 2 . -  Las oxidasa negativas que no ferm entan  la  glucosa.

Grupo 3 . -  Las oxidasa positivas que ferm entan la glucosa

Grupo 4 . -  Las oxidasa negativas que ferm entan la  glucosa.

Al Grupo 1. pertenecen 46 cepas, cuyas c a ra c te ris ticas  co rres  

ponden a las del qenero Pseudomonas, aunque su capacidad para d esarro lla j; 

se en m etanol, las aparta de un gran numéro de e llo s , pues S tan ier y c o l . ( I l l )
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despues de Ile v a r a cabo un estudio taxonômico detallado de 267 estirpes de 

Pseudomonas, llegaron a la  conclusion de que ninguna de e llas  e ra  capaz 

de u tiliz e r metanol como fuente de carbono. Aunque los Pseudomonas cap^ 

ces de u tilize r metanol constituyen un grupo muy re s tr in g id o , no es extrafto  

que gran parte de las bacterias aisladas pertenezcan a este grupo, si se t ie ­

ns en cuenta que, como ya se ha indicado an terio rm en te , debido a las c o n d i-  

ciones en que fueron realizados los a is lam ientos, los m icroorganism os que 

no eran capaces de u tiliz e r  metanol no pudieron d esa rro lla rs e .

De estas 46 cepas, 14 son capaces de producir pigmentes flu o ­

rescentes en Pseudomonas Agar F  (Difco) poseen argin ina d ih idrolasa y son 

incapaces de c re c e r a 419 C . De estas cepaS/11 hidrolizan la  g e la tine , por 

lo que se asemejan hast ante al Pseudomonas f luorescens , m ientras que las  

trè s  restantes por no h id ro liz a r la , se parecen mas al Pseudomonas outida.

De las 31 cepas de este grupo, que no produc en pigmentes flu o ­

rescentes, 23 c arec en de argin ina d ih idro lasa y son capaces de h id ro liz a r la  

gelatina, por lo que siguiendo la  clave de c lasificacion  de Pseudomonas d e là  

octava edicion del B ergey's manual of determ inative bacterio logy, (20) po- 

drian estar encuadradas en el apartado 2 de la  seccion 11 o ser consideradas  

como estirpes de Pseudomonas fa c ilis  , que es la unie a especie pertenecien  

te a la seccion 111 capaz de h id ro liz a r la  gelatina. l 6 de estas cepas son 

incapaces de c rec er a 419 C por lo que se asemejan hantante al Pseudomonas 

fa c il is . m ientras que las o tras 7 por c re c e r a 419 C podrian quedar encua- 

drados en el apartado 2 de la  seccion 11, pareciendose bastante al Pseudo—  

ornas cepacia. sinonimo de Pseudomonas m ultivorans (S tan ier) aunque se 

diferencian de él entre o tras cosas, por no fo rm e r ningun 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 tam bién 6 cepas que por ser incapaces de h id ro liza r la  gelatina y 

no poseer arg in ina d ih idro lasa pueden ser encuadradas en la  seccion 111 o 

bien ser consideradas como es tirpes  de Pseudomonas s tu tze ri 5 de estas 

cepas por ser incapaces de c re c e r a 41® C pueden considerarse  semejantes 

a las especies de Pseudomonas incluidas en la  seccion 111 de la  clave de cl^  

sificacion del B ergey's m anual, m ien tras que la  sexta por ser capaz de cre  

cer a 4 1 9  C se parece bastante al Pseudomonas stutzeri , del que se d ife -  

renc ia  en que no fo rm a nunca colonias rugosas. Debido a que esta cepa 

(5 .073) es la  mas interesante para nosotros por ser la  que alcanzo un m ayor 

d esarro llo  ce lu la r en el estudio com parative anteriorm ente re a liz a d o , fu ées  

tudiada con mas detenimiento como se ve ra  mas adelante.

Las cepas restantes de este grupo, por ser capaces de h id ro li­

za r la  g e la tina , poseer arg in ina d ih idrolasa y c rec er a 41® C se asemejan al 

Pseudomonas alcalioenes y a los capaces de h id ro liza r la gelatina incluidos 

en el apartado 1 de la  seccion 11 de la  clave de B ergey's manual (20)

Al Grupo 2 . pertenecen 50 cepas que por ser oxidasa negativas 

no fe rm e n ta r la  glucosa y fo rm a r colonias de co lor ro s a , incrementandose el 

color con la  edad, parecen s im ila re s  a las  bacterias capaces de u tiliz e r  met^  

n o l, estudiadas por P .K .  Stocks y C .S .  M cCleskey (112) quienes compararcn 

las ca ra c te ris ticas  de cepas aisladas por ellos con las de Pseudomonas metha 

nica. (26 . Pseudomonas A M - 1 (88) ,  Pseudomonas P R L -W 4 (52) Protam inôbac-  

ter ru b e r . y V ib rio  extorouens. llegando a la  conclusion de que m orfolôgica  

y fisiologicam ente todas eran  lo suficientem ente s im ila re s  entre s i ,  como pa 

ra  poder consider a ria s  es tirpes  de una m ism a especie. Como especie tipo 

propusieron V ib rio  extorouens. m ien tras no se encuentre una a filiac io n
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genérica mas apropiada para estas especies.

Al Cru DO 3 . pertenecen 2 cepas que por ser oxidasa positivas, 

poseer arginina d ih id ro lasa , ser capaces de h id ro liza r la  gelatina,no c re c e r a 

41® C y produc ir  pigmentos fluorescentes en Pseudomonas Agar F  (D ifco) po 

drîan consider arse semejantes al Pseudomonas fluorescens. pero debido a 

que ferm entan la glucosa pensamos que quiza se asem ejen mas a las especies 

del género Aerom onas. y una que por no poseer argin ina d ih id ro lasa , h idro  

l iz a r  la gelatina y no c re c e r a 41® C se parece al Pseudomonas fa c i l is . del 

que se diferencia en que ferm enta la  glucosa.

Al Grupo 4 .  pertenecen 5 cepas que comparten ca rac teris ticas  

en Enteroabacteriaceas y de Pseudomonas. ya que si por ser oxidasa nega­

tivas y ferm enta r la  glucosa parece que se aproxim an a las E n tero b ac te ria - 

ceas. otras ca ra c te ris ticas  taies como la de ser aerobios e s tric to s , las 

asemejan a los Pseudomonas. Debido a su pequeMo num éro y a que para no-* 

sotros apenas tienen in terés por presenta r escaso d esarro llo  en m etanol, no 

han sido estudiadas con mas detenim iento.

Agrupando las cepas pertenecientes a cada uno de estos grupos 

segun su m ayor o menor capacidad para d esa rro lla rs e  sobre m etanol, en- 

contram os que como puede verse en la  T a b la  IV  de las 46 cepas del 1® grupo 

2 presentan un crec im iento  muy bueno en m etanol, y 8 lo presentan bueno, 

por lo que son 10 las cepas de este grupo que presentan un d esarro llo  acep- 

tab le. Estas cepas representan el 22%  de las bacterias de este grupo, mien  

tras que las que presentan crec im iento  re g u lar constituyen el 37 % y las de 

crecim iento  escaso el 41 %
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De las 50 cepas pertenecientes al 2 -  grupo, ninguna présenta  

d esarro llo  muy bueno en m etanol, m ientras que 6 lo presentan bueno, por 

lo que en este grupo, las  b acterias  que son capaces de d esa rro lla rs e  en m e­

tanol de una m anera aceptable, se encuentran en la proporcion del 12 % , 

siendo el porcentaje de las que presentan reg u lar y escaso crecim iento  36 y 

52 % respectivam ente.

A los grupos 3® y 4® pertenecen 7 cepas ninguna de las cuales 

es capaz de d esa rro lla rs e  sobre metanol de una m anera aceptable, por lo que 

para nosotros carecen de in te rés .

A la  v is ta  de estos resu ltadoç, puede observarse que es en el 

1® grupo en el que se encuentra la m ayor proporcion de b acte rias , cuyo de­

s a rro llo  sobre metanol es bueno, siendo la  proporcion de bacterias que p re ­

sentan d esarro llo  escaso, m ayor en los restantes grupos, Por esta razôn  

las cepas pertenecientes a los grupos 2®, 3® y 4®, han sido consideradas 

de escaso in te rés  en este tra b a jo , aunque posiblemente en o tra  ocasion se—  

ran estudiadas sus posibilidades de produccion de b iom asa, pues existe la 

posibilidad de m e jo ra r su d esarro llo  sobre m etanol, modificando el medio 

o las condiciones de cu ltivo .

C a ra c te ris tic as  fis io lo  licas de la  cepa 5 .0 73

De las bacterias pertenecientes al 1® grupo, la  5 .073  ha sido 

la  mas estudiada, por ser la  que como puede verse en la T ab la  11, la que 

présenta un m ayor d esarro llo  ce lu lar sobre metanol habiéndose realizado  

con e lla ,  para conseguir un m ejor encuadramiento de la  m ism a, una se rie
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de pruebas com p lem en tarias , taies como : h id ro lis is  de alm idon , d e n itr if i -

cacion, asim ilaciôn  de compuestos carbonados, etc . las cuales fueron re a li  

zadas, siguiendo las técnicas recomendadas pdr S tan ier y co l. (111)

Las ca ra c teris ticas  fis io lôgicas de la cepa 5 .0 73  aparecen r e -  

sumidas en la T ab la  V ,  en la que puede aprec iarse  que la cepa 5 .0 73  por c a -  

re c e r de argin ina d ih id ro lasa , no h id ro liza r la  gelatina , c rec er a 41 ® C . , 

producir fu erte  den itrif icacion , no necesitar factor es de c rec im ien to , poder 

u tiliz a r amonio o n itrato  como fuente de n itrogeno, y ser capaz de c re c e r en 

maltosa y almidon se parece bastante al Pseudomonas s tu tz e r i. pero se dife  

rencia de él ademâs de por ser capaz de c re c e r en m etanol, por no fo rm a r  

las colonias rugosas tip icas del Pseudomonas, s tu tze r i, y por ser capaz de 

u tiliza r arginina como unica fuente de carbono y en erg ia , ca ra c te ris tic a  que 

la asemeja al Pseudomonas m ultivorans , de el que se d ifercncia  entre o tras  

cosas, por no h id ro liza r la g elatina , u t iliz a r  almidon como fuente de carbo ­

no, y no fo rm a r ningun tipo de pigmento en el medio de King (A  y B ). P ara  

a c lara r mas la situaciôn taxonômica de esta cepa, sera  necesario re a liz a r  

otras pruebas como tinciôn de flag e lo s , determ inaciôn del tanto por ciento  

de guanina y citosina en el A D N , determ inaciôn de acumulaciôn de acido 

poli-4  ̂ -  h id ro x ib u tirico , etc . . .  lo cual se ra  objeto de un trabajo  p o s te rio r.

La cepa 5 .0 73  se d ife renc ia  de otras Pseudomonas capaces de 

u tliza r m etanol, como las estudiadas por P .K .  Stocks y C .S .  M cCleskey  

( 112) por ser oxidasa positiva , no reduc i r  los n itratos a n itr ito s  y poseer 

ureasa. M as se parece al Pseudomonas A , descrito  por Y . M iu ra  y co l. (78) 

de el que se d iferencia  solamente por producir d en itr if icacion vigorosa y ser 

capaz de c re c e r a ph 5 y 10.



T A B L A  I V

Capacidad de d esarro llo  sobre metanol de las 

cepas oxidasa 1 , que no ferm entan  la  glucosa

D e sa rro llo  sobre

metanol N® de cepas

+ 4 + 4 2

4 4 4 8

4 4 17

4 19

Capacidad de d esarro lb  sobre metanol de las  

cepas oxidasa -  que no ferm entan  la glucosa.

D e sa rro llo  sobre

metanol N® de cepas

4 4 4  4 0

4 + 4 6

4 4 18

4 26



T A B L A  I V  ( c o n t i n u a c i o n )

Capacidad de d esarro llo  sobre metanol de las  

cepas oxidasa 4- que ferm entan la glucosa.

D esarro llo  sobre

metanol N® de cepas

4 4 4 4 0

4 4 4 0

4 4 1

4 2

Capacidad de d esarro llo  sobre metanol de las  

cepas oxidasa -  que ferm entan la glucosa.

D esarro llo  sobre

metanol N® de cepas

4 4 4  4 0

4 4 4 0

4 4 0

4 4



t a b l a  V

C a ra ctères  fis io logicos de la  cepa 5 .073

T ip o  de resp irac io n  : aerobia

O /F  de glucosa 0

Argin ina d ih idrolasa  

H id ro lis is  de gelatina  

Produccion de S H 2

Ureasa +

Reduccion de n itra to s

D e n itrif icacion +

H id ro lis is  de alm idon -f

l ii l iz a c iô n  de c itra to  -f

C rec im iento  a 4 1 9  C -f-

C rec im iento  a 4® C 

C recim iento  a ph4

Crec im iento  a ph 10 -f-

C rec im iento  N aC l 6 .5  % -)-

P igm . fluorescentes  

Piocianina

Oxidasa -|-

Catalasa -f



T AB L A V ( c o n t i n u a c i o n )

Asim ilaciôn de compuestos carbonados

Glucosa +

M altosa +

Manosa +

M elib iosa 4
Lactosa 4
Levulosa 4
Xilosa 4
Galactosa 4
Esculina 4
Almidôn 4
Arginina 4
Form aldehido -

Etanol 4
G licero l 4
Sorbito l 4
Acetato 4
Oxalato -

Peptona +
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C A R A C T E R IS T IC A S  D E  D ESA R R O LLO  D E  L A  C E P A  5 .0 73  COMO E S T U ­

DIO  P R E V IO  A L  ENSA YQ  EN P L A N T A  S E M I-  P IL O T  O

Con objeto de establecer unas condiciones standard que sean v a li­

das para el d esarro llo  de la  cepa 5 .0 73  en un ferm entador a escala sem i-p ilo  

to , es necesario conocer la  influencia que c ie rtos  factores como ph, tem pe­

ra tu re , adicion de n utrientes , e t c . . .  ejercen sobre el d esarro llo  de la c ita -  

da cepa.

Todos los ensayos fueron realizados en am pollas en agitaciôn, u t i-  

lizando , salvo en los casos en que se indique lo co n tra rio , como medio base, 

el empleado por C.Anthony y L .J .  Zatm an para el cultivo de Pseudomonassp 

M -2 7  (5) sustituyendo el sulfato amônico por fosfato triam on ico .

Efecto del oh . Fué determ inado, sembrando la  cepa 5 ,0 73  en am 

pollas que contenîan agua de levadura ajustada a d iferentes ph con C IH  N 6 

NaOH N , e incubando dichas am pollas en agitaciôn a 30® C . E l crec im ien  

to fué medido turb id im etricam ente a una longitud de onda de 660 nm . dem os- 

trandose que dicha cepa es incapaz de c rec er a ph in fe rio r a 5 , d esarro llàn  

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

Efecto de la  tem p era tu re . Fué determ  inado sembrando la  cepa

5 .0 73  en am pollas que contenîan 100 m l. del medio a base de sales m in éra­

les y m etanol, an teriorm ente citado e incubando dichas am pollas en agitador 

a d iferen tes tem peratures.

Esta cepa es incapaz de c re c e r a una tem perature  in fe rio r a 10® C
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y superior a 42® C , correspondiendo como puede verse en la f ig . 1 el m a x i-  

mo crecim iento  a una tem perature de 30® C .

Efecto de la concentracion de inoculo. Fué determ inado sem bran­

do d iferentes cantidades de inoculo en am pollas que contenîan el medio a ba­

se de sales m inéra les y metanol ya citado , e incubando dichas am pollas en -  

agitaciôn a 30® C .

Las cantidades de inoculo sem bradas fueron las que aproxim adamen  

te correspondîan a 0 .4 ,  0 .'2 , y 0 .0 4  g /L  de m ateria  seca, que segun una sjB 

r ie  de determ inaciones previam ente rea lizad as  corresponden respectivam en­

te a 4 .8  -  5 .6  X 10^; 2 . 4 - 2 . 8  x 10^ y 4 . 8 - 5 . 6  x 10^ c é lu la s /c .c . y die 

ron lugar a unas densidades ôpticas in ic ia les  de 1, 0 .5  y 0 .1 respectivam ente

Como en los casos anteriores el d esarro llo  fué seguido mediante 

medidas tu rb id im étricas  rea lizad as a una longitud de onda de 660 nm .

Observando los resultados representados graficam ente en la  f ig .2 

se puede ap rec iar que la cantidad de inoculo mas adecuada es la que c o rre s ­

ponde a una densidad optica de 0 .5  pues a menor proporciôn de inoculo el 

crecim iento  es mas lento, y con m ayor cantidad, aunque el d esarro llo  es ^  

go mas râp id o , la d iferencia es escasa.

Efecto de la concentraciôn de m etanol.

Fué determ inado, sembrando proporciones de inoculo équivalentes 

a 0 .2  g /L  de m ateria  seca, en am pollas que contenîan un medio a base de 

sales m inéra les y m etanol, este en d iferen tes concentraciones, e incubando
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dichas am pollas en un agitador de vaivén a 30® C .

E l crec im iento  fué observado, mediante medidas tu rb id im étric as , 

realizadas a una longitud de onda de 660 nm. utilizando como blanco agua —  

destilada.

Los resultados aparecen representados graficam ente en la  f ig . 3 

en la  que puede ap reciarse que el crec im iento  aumenta al aumentar la concen 

traciôn de m etanol, pero a una concentracion de metanol superior al 0 .5  % , 

el crecim iento  desciende, debido a la  acciôn inh ib ito ria  del m etanol, siendo 

esta cepa incapaz de c rec er en un medio de cu ltivo  que contenga metanol en 

una proporcion del 6 %.

^ e c to  del extracto de levadura. Fué estudiado sembrando la ce ­

pa 5 .073  en una am polla que contenia 100 m l, del medio de cultivo a base de 

sales m inéra les y m etanol, ya citado (ver pag. 77 ) al que le  fueron aMadi—  

dos 0 .5  g % de extracto de levadura (Difco) e incubando dicha am polla a 30® 

C . en agitaciôn

El desarro llo  ce lu la r fué seguido como en los casos an terio res por 

tu rb id im etria .

El crecim iento  obtenido fué com par ado con el conseguido cu ltivan -  

do esta cepa en idénticas condiciones de agitaciôn y tem p e ra tu re , en el m is -  

mo medio de cu ltivo , pero sin extracto de levad ura , comprobandose que c o ­

mo puede apreciarse en la  f ig . 4 el extracto de levadura estim ula considéra  

blemente el crecim iento  de la  cepa en estudio.
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Efecto del Corn Sleep Liquor . Por un procediniiento analogo al 

indicado en el ensayo a n te r io r, se pudo com probar que el Corn Steep Liquor 

en la proporcion del 1 % apenas afectaba al crec im iento  de la cepa 5 .0 7 3 .

Efecto de algunas v itam in es . Con objeto de conocer la influencia  

que las vitam ines podrian c je rc e r en el crecim iento  de la cepa 5 .0 7 3 , fueron  

ensayadas una se rie  de vitam inas en la  proporcion de 25 m g /L .

Como en los casos an te rio re s , los ensayos fueron realizados en 

am pollas en agitaciôn, a 30® C , utilizando como medio de cu ltivo , el com —  

puesto a base de sales m inéra les y metanol ya citado , al que le fueron afiad i- 

dos 25 m g /L  de la vitam ina a ensayar.

Las vitam inas ensayadas fueron : T ia m in a , R iboflav ina, b iotina, 

inosito l, pantotenato calcico y una m ezcla de clo rh id rato  de tiam in a , d o r l i i -  

drato de piridoxina e liid roxicobalam ina.

Debido a que las vitam inas no se pueden e s te r iliz a r  por c a lo r , es­

tas fueron ahadidas al medio de cultivo en form a de soluciôn acuosa p rev ia—  

mente es terilizad a por filtrac io n  am icro b ica , a traves de un f i lt ro  M ilip o re  

de 100 m l. de capacidad, al que le fué acoplado una plaça filtra n te  tipo H. A . 

de 0 .45  u de d iam etro , capaz de re ten er todo tipo de m icroorganism os.

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

cirse  que ninguna de las vitam inas ensayadas afecta al crec im iento  de la cepa 

5 .0 7 3 .

Efecto de alqunos am inoacidos. Por un procedim iento s im ila r al
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de los ensayos an te rio re s , fué estudiada la influencia que sobre el d esarro ­

llo de la cepa 5 .0 73  ejerc ian  aminoacidos tales como : g licocola, fe n ila la n i-  

na, triptofano y m etionina, pudiendose com probar, como puede apreciarse  

en la f ig . 6 que la  metionina inhibe el crec im iento  de la citada cepa, m io i-  

tras  que glicocola fen ila lanina y triptofano no afectan al c rec im iento . Estos 

aminoacidos fueron utilizados en la proporcion de 0 .2  g /L .

C recim iento  en d iferentes m edios. Teniendo en cuenta que, co­

mo ya se ha indicado an terio rm en te , la cepa 5 .0 73  pertenece al género Pseu­

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

cu ltivar la mencionada cepa con el fin  de obtener pro teinas, fueron ensayados 

diversos m edios, utilizados por distintos investigadores en la produccion de 

biomasa a p a rtir  de diferentes especies del género Pseudomonas.

Los medios que fueron ensayados son los siguientes :

Medio 1. U tilizado  por S . Yamada y co l. (132) para el cultivo  

de Pseudomonas putida 981 y cuya composicion es la siguiente :

Extracto de levadura 5 g.

(NH^l^SO^ 3 g.

KH2PO4 4 g.

K2HPO4 3 g.

M gSÜ47 H20  0 .1  g.

A l2 (2 0 4 )3  0 .5  mg.

F eS 0 4 ?H20  0 .5  mg.
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ZnSO^ 7H2O 0 .5  mg.

Agua destilada 1 l i t r o .

El ph sc ajusta a 7 con ph-m ctro  rad iom eter modelo PHM 22 y 

sc c s tc r il i /a  a 121 ® C durante 15 m inutes. Antes de inocu larle se le ahade 

el metanol en una proporcion de 0 .5  %

Medio 2 . U tilizado  por P . Praeve y D . Sukatsch (90) para 3I 

cultivo de Pseudomonas ATCC 31 .061 y cuya composicion es la siguiente :

(NH4)2S04 1 g.

KH2PO4 0 .4  g.

Na2HP0 4  I 2H2O 0 .2  g.

M g S 0 4  7H2O 0 .0 2 g .

KCl 0 .0 2 g .

Agua destilada 1 litro

El ph se ajusta a 7 . Se e s te r iliz a  a 121 ®C durante 15 minu 

tos y una vez fr io  se le ahaden 0 .5  m l. de metanol por cada 100 m l. de medio.

Medio 3. U tilizado  por la  P h illip s  Petroleum  Company (89) 

para el cultivo de bacterias y levaduras, cuya composicion es la siguiente ;

H3PO4 (85%) 2 . m l.

KCl 1 g.

M ^ 0 4  7H2O 1 .5  g.

CaClg 2H 2O 0 .2  g.

Na Cl 0 .1 g.
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S o luciôn  de e lem entos

tra z a  5 m l .

Agua d es tila d a  1 U tro

L a  soluciôn de e lem ento s  t ra z a  tien e  la  s igu iente  com posicion;

CUSO 4 5 H 2 O 0 .0 6  g .

K l  0 .0 8  g.

F e C l j  6 H 2 O 4 .8  g .

M n S 0 4  H 2 O 0 .3  g .

N a 2 M o 0 4 . 2 H 2 O 0 . 2  g .

Z n S 0 4  7 H 2 O 2 g .

H 3 BO 3  0 ,0 2  g ,

Agua d es tila d a  1 l i t r o

Com o fuen te  dè N se em p lea  N H 4 OH en una cantidad que d é ­

pende del ph deseado.

A l a ju s te r e l ph a 7 (ph ôptim o  p a ra  el c re c im ie n to  de la  cepa

5 .0 7 3 )  se produce una len ta  p re c ip ita c iô n , pos ib lem en te  de o rto fo s fa to  am onico  

m ag nes ico , que puede d if ic u lta r  la  a s im ila c iô n  de los d ife re n te s  n u trie n te s  

por el m ic ro o rg a n is m o , por lo que es n ec e s a rio  a ju s ta r e l ph a 6

Se e s te r i l iz a  a 121 ® C d u ran te  15 m inutes  y antes de in o c u la r  

le  se le ahade el m etano l en la p ro po rc iôn  del 0 ,5  %".

M edio  4 . de com posic iôn  s im ila r  al a n te r io r  del que se d i ­

fe re n c ia  en que e l N H 4  O H  ha sido sustitu ido  por (N H 4 ) 3  P O 4 , ya que de este
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iviodo el m edio  es m as com odo de p r e p a r e r .

M ed io  5 . U tiliz a d o  por K . Yam anouchi (134) p a ra  el c u ltiv o  

de Pseudom onas n ie thy louh ilus  y cuya com posicion  es la s igu iente  :

K H 2 PO 4  1 0  g .

K 2 H P O 4  70 g .

M gS O ^ 7 H 2 O 5 g .

(N H 4 )2 S 0 4  3 0  g .

F e S 0 4  7 H 2 O 0 . 0 1  g .

M n S 0 4  4 H 2 O 0 . 0 1  g .

Agua d es tilad a  1 l i t r o

P or la m ism a  ra zo n  que en el caso a n te r io r ,  el ph se a ju s ta  a 

6 , se e s te r i l iz a  a 121 ® C d uran te  15 m in u tes  y se le  ahaden 0 .5  m l.  de m e  

tanol por cada 1 0 0  m l. de m ed io .

M ed io  6  . U tiliz a d o  por G . T e r u i  y c o l . (114) p a ra  e l cu ltiv o  

de Pseudom onas m ethan o lica  y cuya com posic ion  en la  s igu iente  :

K H 2 PO4  0 .5  g .

(N H 4 )2 H P 0 4  2 g.

M g S 0 4  7 H 2 O 0 . 2  g .

K C l 0 . 1  g.

F e S Ü 4  7 H 2 O 0 . 0 1  g.

Agua d es tila d a  1 l i t r o
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Se ajusta el ph a 7 y se e s te r iliz a  a 121 ® C durante 15 minu­

tes. El metanol se ahade en la proporcion del 0 .5  %

M edio 7 U tilizado  por A . Yoshikawa (136) para el cultivo de 

Pseudomonas methanogluconica. Su composicion es la siguiente :

(NH4)2 HPO4 3 g.

KH2PO4 4 g.

M gS0 4  7H2O 0 .4  g.

NaCl 5 g.

C aC l2 2H 20 5 mg.

F eS 0 4  7H2O 20 m g.

ZnS0 4  7H2O 5 mg.

M nCl2 4H 20 2 mg.

CUSO45H2O 0 .2  mg.

Agua destilada 1 litro

El ph se ajusta a 7. Se e s te r iliz a  t1 121 ® C durante 15 m inu-

tos. Como en los medios anteriorm ente descritos el metanol se ahade, en

la proporcion de 0 .5  %

Los ensayos fueron llevados a cabo. sembrando la cepa 5 .073

en ampollas que contenîan los d iferentes medios e incubando dichas am pollas

en agitaciôn a 30® C durante 96 horas.

El d esarro llo  ce lu la r fué seguido, lo m ism o que en los ensa-

yos an terio res , midiendo la densidad optica a una longitud de onda de 660 nm
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Los resu lta d o s  obtenidos aparecen  re p re s e n ta d o s  en la f ig .  7 

en la  que puede a p re c ia rs e  que e l m ax iin o  d e s a rro llo  se consiguiô  en los me  

dios 3 y 4 ,  m ie n tra s  que en el m ed io  2 el c re c im ie n to  es m în im o .
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0 .2  g /L   o ------------- o
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Discusion de los resultados

Esludinndo cl efecto que param ètres tales como ph , tem péra­

ture , adicion dc nutrientes, e tc . . . ejercen en el desarro llo  de la  cepa 5.973

podemos observar que esta cepa es incapaz de c rccer a ph in fe rio r a 5 , lo -  

grandose el maximo crec im iento  a ph 7. Debido a que algunas sales de los 

medios 3 y 4 (medios en los que se consiguio un m ayor d esarro llo  de la cepa

5.073) precipitan al ajustar el ph a 7 , cuando se Utilicen dichos medios el ph 

se ajustara a 6 , ya que a este ph las sales no precipitan y el c rec im ien to  so­

lo es ligeram ente in fe rio r al conseguido a ph 7,

La cepa 5 .073  es incapaz de c recer a una tem peratura  infe­

r io r  a 105 C y superior a 4 2 -  C , siendo 305 C la tem perature optim a de ere  

cim iento . Como puede observarse en la f ig . 1, el d esarro llo  de esta cepa

a 285 C es mayor que a 325 y 35 5 C .

Como puede verse en la f ig . 2 la cantidad de inoculo mas W e-

cuoda es la correspondiente a 0 .2  g /L  de m ateria  sec a , que aproximadanrien 

te équivale a 2 .4  -  2 .8  xlO^ c e lu la s /c .c . pues cuando la cantidad de ir.ocu 

lo es m enor, el d esarro llo  aicanzado es mas lento y cuando es m a yo r, a in -  

que el crecim iento  es algo mas ra p id o , apenas hay d ife ren c ia .

El maximo d esarro llo  ce lu la r se consigne cuando la concentra 

cion de metanol en el medio es 0 .5  % , pues como puede observarse en la 

fig . 3 a medida que se aumenta la concentracion de m etanol, aumenta el de­

sa rro llo  , pero por encirna del 0 .5  % a medida que aumenta la cantidad de m_e 

tanol disminuye el crec im ien to , siendo este nulo cuando el metanol se en- 

cuentra en la proporcion del 6 % .
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En cuanto a nutrientes puede apreciarso que asi como el extrade 

to de levadura fa v o rece ostensiblemente el crec im iento  de la  cepa 5 .0 7 3 , ni 

el Corn Steep L iq u o r, ni ninguna de las vitam inas ensayadas parecen afectar 

al d esarro llo  de dicha cepa. De los aminoacidos estudiados ninguno parece  

afectar al crec im iento  de esta cepa, excepte la  metionina que como puede —  

verse en la f ig . 6 e je rce  una accion inhibidora.

Como puede aprec iarse  en la f ig . 7 de entre todos los medios 

ensayados el maximo crec im iento  se consigne con los medios 3 y 4 ,  los cua 

les se diferencian entre si unicamente en la  fuente de nitrôgeno, que en el me 

dio 3 es NH^OH y en el 4 jP O ^ . El hecho de que no baya apenas

diferencias entre los rendim ientos conseguidos con ambos m edios, indica que 

el empleo de NH4OH 6 (NH4) c o m o  fuente de nitrogeno no afecta al —  

crecim iento  de la  cepa 5 .0 7 3 , por lo que es p re fe rib le  u tiliz e r  el medio 4 

ya que este es mas cômodo de p re p a ra r . Tam bién puede observarse que 

el menor crec im iento  corresponde a los medios 2 y 5 en los que lo m is -  

mo que en el medio 1, la fuente de nitrôgeno es sulfato am ônico, m ientras  

que en los dem as, excepto en el 3 es fosfato amônico. Esto indica que aun- 

que esta cepa es capaz de u til iz e r  ambas fuentes de nitrôgeno, el fosfato amo 

nico favorece su d e s a rro llo , pues aunque el d esarro llo  alcanzado en el m e­

dio 1 es casi s im ila r al conseguido en los medios 3 y 4 ,  probable mente es 

debido al extracto de levadura, que como ya se ha indicado an terio rm en te , 

favorece el d esarro llo  de la cepa 5 .0 73  de una m anera considerable, y no a 

la fuente de nitrôgeno. Observando la composiciôn de los d iferentes m edios, 

puede com probar se que el medio 2 es el unico que no tiene sulfato de h ie rro , 

lo que nos indica que el h ie rro  es un elemento indispensable para el bu en de­

sa rro llo  de esta cepa. El m ejor crec im iento  logrado en los medios 3 y 4 ,  

posiblemente es debido a que el molibdeno y el boro, aûn en pequenas ca n ti-
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dodes, son capaces de es tim u lar el d esarro llo  c e lu la r , ya que los démas 

medios carecen de est os elem entos.
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D E S A R R O LLO  EN P L A N T A  S E M I-P IL O T O  D E  L A  C E P A  5.073

Los ensayos rea lizad os a escala sem i-p ilo to  con la cepa 5 .073  

se in iciaron  a p a rtir  de las condiciones de cultivo previam ente establecidas, 

y fueron llevados a cabo en un ferm entador Chepmap modelo G .F .  0007, de 

7 litro s  de capacdiad, con un volùmen util de 4 - 5  l it ro s , cuyo esquema 

puede observarse eh la  f ig . 9 .

E l d esarro llo  ce lu la r fué seguido a lo largo  del proceso, como 

en los ensayos an terio r es , midiendo la  densidad optica del medio de cultivo  

a una longitud de onda de 660 nm . En los casos en que fué necesario , se 

determ ine el peso seco, tonrando 10.m l. del cultivo y centrifugandolos en t^  

bos previam ente tarados, durante 15 minutes a 9 .0 0 0  r .p .m .  en una centrL  

fuga S o rva ll RC 2 -B  provista de program ador automatico de aceleraciôn y 

frenado. Los sedimentos obtenidos se lavaron dos veces con agua d e s tila - 

da repitiéndose la centrifugacion en las m ism as condiciones. Los tubes con 

los sedimentos asi obtenidos, se secaron en una eslufa modelo Norm atest a 

100 5 C hasta peso constante (12 horas).

Con el fin  de poder establecer facilm ente una relacion entre  

densidades optica y g ra m o s /L itro  de m ateria  seca, de ta! modo que cono-
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ciendo la densidad optica tuviéram os una idea aproxim ada de los g ra m o s /Ii-  

tro  a que corresponde, sin necesidad de d e term in er el peso seco, se tom_a 

ron una se rie  de m uestras, de cada una de las cu ales , se m idio la densidad 

optica y determ inô el peso seco. Los datos obtenidos fueron ajustados por 

nunimos cuadrados a una recta  de tipo Y ”  AX i  B obteniendose que A

es igual a 0 .3226  y B a -0 .3 0 2 4 , siendo el coefic iente de c o r r e la c io n -----

0 .9 970 . La representacion g rafica  puede verse  en la f ig . 8 . Esta recta  

aunque no es demasiado exacta nos ha sido de gran utilidad para seguir el d^ 

sa rro llo  de los culiivos de una m anera bastante aproxim ada.

Dcscripcion del ferm entador : El ferm entador u tilizado cons

ta de las siguientes partes :

Un c ilin d ro  de v id rio  C acoplado a presion mediante juntas 

to ric Q S  a la base B y tapa T  del fe rm e n ta d o r, que lo m ism o que el cuerpo in 

te r io r  del ferm entador y los accesorios que est an en contacte con el medio 

de cu ltivo , son de acero inoxidable.

Un sistem a de agitacion form ado por un eje cen tra l E , con pa 

letas inclinadas P , que produc en un recic lado  alrededor del cuerpo centra l 

de te r most atizac ion Z ,  que esta movido por un motor M , de co rrie n te  con­

tinua , con regulacion e lectron ica de 0 a 3 .0 0 0  r .p .m

Un ré frig é ra n te  de acero inoxidable R (en el esquema ap are- 

ce a escala reducida) y un f i lt ro  de acero sin terizado  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 flu jo  cons 

tante de agua, que puede ser calentada mediante resistencias e lé c tric a s , cu -  

ya conexiôn esta regulada y controlada electricam ente por un term om etro  de 

contacte, con lo que se consigue la regulacion de tem perature entre la del -  

ambiante y 505 C con un e r ro r  in fe rio r a 0 .5  5 C .

Un electrode combinado de ph, dotado de cam era de p re s u ri-  

zaciôn, consiguiéndose el ajuste de ph con una precision de t  0 . 1 mediante un 

controlador proporcional y la adicion de réactivés co rrec to res  por medio de 

bombas p eris ta lticas  reguladas.

Un sistem a de control de espuma que es doble, pues const a de 

discos rom pedorés de espuma D y de sonda que acciona la adicion de antie^  

pumante mediante una bomba p erîs tâ ltica  regulada.

La aireacion se consigue mediante una linea de a ire  comprim_i 

do filtrad o  a través de un f i l t r e  de acero s in terizado . La regulacion de a ire  

se ve rifica  mediante un ro tâm etro  graduado en % entre 0 y 17 L /m .

La tapa T  del ferm entador cuyo esquema pueder verse en la 

fig . 10, tiene 9 o rific io s  que perm iten la introduce ion de los instrurnentos de 

medida de tem p era tu re , ph, etc . . . de una m anera e s té r il.  Numerados del 

1 al 9 estos o rific io s  correspondon :

El 1 a la entrada del electrodo de oxigeno.

El 2 a la entrada de m edio, re ac tivo s , etc . . .

El 3 a la entrada del term om etro  de contacte
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El 4 a In entrada de la sonda de pli

El 5 a la entrada del sensor de tem perature y los reactivos co­

rre c to re s  de pli

El 6 a la entrada de a ire

El 7 a la entrada de sonda antiespumante

El 8 al o rific io  de toma de m uestras  

El 9 a la entrada del ré fr ig é ra n te .

Este ferm entador esta provisto de un rnedidor y reg is trad o r  

multicanal para los param etros tem p era tu ra , ph y oxigeno d isuelto.

La es terilizac iô n  del ferm entador es sim ple y se puede re a l i -  

zar de dos inaneras : inlroduciendo vapor en el in te rio r del fe rm e n ta d o r, a

la vez que se coloca la cubierta m etâlica protectora que le a is la  de la  tem ­

peratura am bicnte, o desmontandolo y esterilizando lo  en autoclave.

P ara la rea lizac iô n  de este trabajo  hemos dispuesto de dos fe r  

ment adores exactamente iguales, que nos han p erm ilid o , en lus casos en que 

fué necesario , hacer ensayos p ara le lo s , modificando alguno de los param e­

tros segûn convenga.

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

composiciôn a base de sales m in éra les y m etanol, fué d escrita  an terio rm en­

te . Este medio fué elegido por las razones siguientes :

15) Como puede aprec iarse  observando los resultados obteni-
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dos en los ensayos anteriorm ente re a lizad o s , es de entre todos los medios 

ensayados, en el que la cepa 5 .0 73  présenté un m ayor d esarro llo  c e lu la r .

25) Es un medio sintético y por tanto facilm ente reproducible

3 -) No présenta problem as de form aciôn de espum a, lo que 

hace innecesaria la adicion de antiespumantes.

Preoaracion  del inoculo . E l inoculo fué preparado, se m bran 

do aproxim adam ente 0 .1  gram os de la t ie r ra  en que se hallaba conservada 

la cepa 5 .0 7 3 , en una am polla que contenia 100 m l. de medio e incubando di 

cha am polla en agitacion a 305 C . Cuando este cultivo alcanzô la fase loqa 

r îtm ic a  de crec im iento  fué u tilizado  como inoculo de una am polla de 2 litro s  

de capacidad que contenia 1 l it ro  de medio y que fué incubada lo m ism o que 

la  an terio r a 305 C en agitacion. El cultivo asi obtenido fué utilizado como 

inoculo. La cantidad de inoculo sembrado fué la que aproxim adam ente equi 

vaha a 2 .4  -  2 .8  x 10^ c é lu la s /c .c . que segun una se rie  de determ ina- 

ciones anteriorm ente rea lizad as correspondia a 0 .2  g /L  de m ateria  seca y 

dio una densidad optica in ic ia l de 0 .5  medida a una longitud de onda de —  

660 nm.
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F ig . 10 Esquema de la tapa del Ferm entador

n? 1 Electrodo de oxigeno

n? 2 Entrada de m edio, re ac tiv o s , etc . . .

n? 3 T erm o m etro  de contacte

n9 4 Sonda de ph

n5 5 Sensor de tem peratura y entrada de reac tivos c o rre c ­

tores de ph 

n5 6 Entrada de a ire

n- 7 Sonda antiespumante

n? 8 Tom a de m uestras
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Rendimiento T co rico

Aunque el rendim iento teorico  (g de biom asa/g de sustrato) 

puede ser determ inado en f une ion del numéro de moles de A T P  producidos 

durante el m étabolism e del sustrato , de la cantidad de oxigeno consum ida, 

del cambio de entalpia en el m edio, debido al c rec im ien to , del contenido de 

electrones u tilizab les  del sustrato y del contenido en carbono del su stra to , 

B .J . Abbot (1) recom ienda la utilizacion  de los dos ultim os métodos, ya 

que estos por basarse solamente en la composicion m olecular del sustrato  

y en una constante e m p iric s , no requ ieren  medidas expérim enta les, ni nin 

gun tipo de suposiciones, a la vez que pueden ser aplicados a un gran num^ 

ro  de sustratos y m icroorganism os.

El contenido de electrones u tilizab les es una medida del g ra ­

de de reduccion (u oxidacion) del sustrato y représenta el numéro de e lec­

trones del sustrato que pueden ser transferidos al oxigeno en la combustion  

Se déterm ina m ultip licande por 4 el numerô de moles de oxigeno necesarios  

para la compléta combustion del sustrato . En el case del metanol la re a c -  

cion se ria  ;

CH 3OH 4. 1 .5  O2 = CO2 f  2H2O

luego el numéro de electrones u tilizab les se ria  1 .5  x 4 = 6 , pero debido 

a que segun B .J . Abbot, 2 de estos electrones no son utilizados en la pro  

duccion de b iom asa, el numéro de electrones u tilizab les queda reducido a 4 . 

Teniendo en cuenta que va ries  investigadores después de re a liz a r  una se rie  

de medidas de produccion de biomasa a p a rtir  de gran variedad de sustratos  

llegaron a la conclusion de que 3. 14g.de biomasa se producian por cada ele£  

tron u tilizab le  de un mol de sustrato , podemos ca lcu la r 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 .3 9  g. de biom asa.

P ara la determ inaciôn del rendim iento teorico  segun el contem  

do en carbono del sustrato bay que tener en cuenta que existe un fac to r cons 

tante de produccion comun a azûcares p o lih id rico s , alcoholes y p ara fin as , 

cuyo valor es 1 . 1 g. de biomasa por gram o de carbono. Teniendo este en 

cuenta, si 1 g. de carbono produce 1.1 g . de b iom asa, 12 g. de carbono , 

produciran 13.2 g. de b iom asa, lo que équivale a 0 .41  g . de biomasa por 

gramo de m etanol.

En el caso del metanol el rendim iento te o ric o , calculado por 

cualquiera de los dos procedim ientos indicados, se encuentra proxim o a los 

0 .4  g. de b iom asa/ g. de m etanol.
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Curva de crecimiento de la cepa 5.073 en fermentador

Fué re a liz a d a , cultivando la cepa 5 .0 73  en el ferm entador ant£ 

rio rm ente d escrito , utilizando como medio detcultivo el 4 .

El ferm entador de 7 litro s  de capacidad, previam ente e s te r iliz a  

do y enfriado , se lleno con 6 litro s  de m edio , con el fin  de redu cir lo mas 

posible las superfic ies internas del ferm entador que no estuvieran cubiertas  

por el medio de cu ltivo , pues debido a su ca râ c te r altam ente aéro b ic , la ce 

pa 5 .073 tiene gran tendencia a fo rm a r velo sobre dichas su p erfic ies , y por 

tanto si se quiere m antener un cultivo homogéneo, cuyo desarro llo  a lo la£  

go del proceso puoda ser seguido con c ie rta  g aran tîa , midiendo la densidad 

optica, sera necesario que las citadas superfic ies sean m in im as. No se 

puede poner mas medio porque la sobrepresiôn podria o rig in ar algunos —  

transtornos en la parte superior del ferm entador.

Una vez llenado e inoculado el ferm entado r, se inicio el proce­

so, a lo largo del cual y gracias a los dispositivos de regulacion automâtica 

del ferm entado r, se mantuvo la tem peratura a 30^ C ; el ph a 6 , la entrada 

de a ire  a 1 .8  litro s  por rninuto (0 .3  v /v /m )  y la agitacion a 1.500 r .p .m .

El desarro llo  fué seguido tu rb id im etricam en te . Observando 

los resultados obtenidos, representados en la f ig . 11 puede apreciarse que 

la maxima densidad optica alcanzada es 6 .6  que corresponde aproxim ada—  

mente a un rendim iento de 2 .3  g /L  de m ateria  seca, c ifra  superior a los 

1.7 g /L  conseguidos cultivando <a cepa 5 .0 73  en am polla en agitacion, u ti­

lizando el m ism o medio y condiciones de cu ltivo . De esto se deduce que
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con la u tilizacion  del ferm entador se consigue m e jo ra r ostensiblem ente el 

rendim iento alcanzado, lo cual e ra  de e s p e ra r , ye que la  m ayor transferen  

cia de oxigeno, asi como el control de ph y un sistem a de regulacion de tern 

per atura mas p erfecto , son fac tores  que contribuyen a aum entar el desarro  

Ho c e lu la r . Tam bién puede observarse que la tasa de c rec im ien to  en la 

fase logaritm ica es 0 .2 7 ,  siendo el tiem po de generacion 2 y |  horas.
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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 redu cir la fase 

de la ten c ia , periodo que en los procesos industria les interesa que sea lo —  

mas corto posib le, ya que en él no hay m u ltip licac io n , pues représenta el 

tiempo de adaptacion que necesitan las celu las del inoculo para poder desa- 

rro lla rs e  en un determ inado medio de cu ltivo .

Fué llevado a cabo en las m ism as condiciones que el a n te r io r,  

diferenciahdose de este unicamente en que como inoculo se u tiliz e r  on ce lu ­

las bacterianas procédantes de la fase log aritm ica  de un cultivo de la cepa 

5.0 73  en ferm entador y en las condiciones de cultivo indicadas en el ensayo 

precedents.

Observando los resultados representados graficam ente en la 

f ig . 12 puede aprec iarse  que en este ensayo la fase de latencia tuvo una dii 

racion de 6 h oras, lo que supone una considerable reduccion de la m isina  

respecte al ensayo a n te r io r, en el que como puede verse en el f ig . 11, la  

fase de latencia tuvo una duracion de 18 horas. Esto es debido a que las  

células u tilizadas como inoculo, estaban ya adaptadas a v iv ir  en las condi- 

ciones de cultivo en que fué realizado  el ensayo.

La m axim a densidad optica alcanzada en este ensayo es , como 

puede verse en la f ig . 12 , 6 .8  que aproxim adamente corresponde a 2 .5

g /L  de m ateria  seca, c ifra  ligeram ente superior a los 2 .3  g /L  consepÿfMb^;^,
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en el ensayo a n te r io r. Esta m ejor a en la  produccion de biomasa quiza sea 

debida a que al ser menor el tiem po de m u ltip licac io n , sera  menor la p é r -  

dida de metanol por evaporaciôn. S in em bargo no se ha conseguido m ejo ­

ra r  la tasa de c rec im ien to , que como en el ensayo an te rio r es 0 .2 7 .
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Curva de crecimiento sin esterilizaciôn previa

Debido a que mediante rigurosos contrô les m icrobiolôgicos rea  

lizados en los ensayos an terio r e s , se pudo com probar que aparentem ente la  

uniform idad del cultivo se mantenîa a lo largo de todo el proceso, aunque se 

hubieran realizado  manipulaciones que pudieran com prom eter la pureza del 

m ism o, se pensô en la posibilidad de tra b a ja r en condiciones no e s té r ile s , 

por lo que este ensayo fué rea lizad o  en condiciones de e s tr ic ta  lim p ie z a ,  

pero no de es terilidad .

Este ensayo fué llevado a cabo en las m ism as condiciones de 

cultivo que el ensayo a n te r io r , del que se d ife ren c ia  en que el medio de cul 

tivo no fué es terilizad o  y el ferm entador en vez de ser es terilizad o  fué sim  

plemente lavado con una solution jabonosa de una sal de amonio cu ate rn a- 

r io ,  y aclarado con abondante agua.

Los resultados obtenidos como puede verse en la f ig . 13, son 

muy s im ila re s  a los conseguidos en el ensayo a n te r io r , en cuanto a re n d i­

miento y velocidad de d esarro llo  se re f ie re ,  lo que parece ind icar que ya 

no es posible redu cir mas la fase de latencia . Asi m ism o mediante un r i -  

guroso examen m icroscôpico a lo largo de todo el proceso y haciendo a is -  

lam ientos en plaça en los casos en que se considéré n ecesario , se pudo —  

comprobar que aunque se estaba trabajando en condiciones no e s té r ile s , el 

cultivo perm anecfa lib re  de gérrnenes extranos durante todo el proceso. 

Aunque a nivel de labora to r io , esto apenas tiene in terés por no presenter
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la es teriiizac io n  ningun prob lem a, a escala industrial el poder tra b a ja r en 

condiciones no e s té r ile s , supone un gran ahorro de en erg ia , asi como de 

tiempo y mano de o b ra , y por consiguiente una reduccion del coste del pro 

ceso, factor muy im portante a tener en cuenta en los procesos industria les .
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Curva de creciniiento con sucesivas adiciones de m itanol,

Debido a que las perdidas de metanol por evaporacion eran bas 

tante considerables en las condiciones de tem perature y agitacion en que es 

tabamos trabajando, (305 C y 1 .500 r . p .m . )  y teniendo en cuenta que se - 

gun Monod (80) el crec im iento  de un cultivo es proporcional a la concentra 

cion de su stra to , se penso en la posibilidad de m e jo rar los rendim ientos  

alcanzados en los ensayos anteriorm ente re a lizad o s , manteniendo la con—  

centracion de metanol en el medio de cultivo por encima de un c ie rto  lim ite  

mediante sucesivas adiciones de metanol a lo largo del proceso, procedien  

dose a la rea lizac io n  de este ensayo.

Este ensayo fué llevado a cabo en las m ism as condiciones que 

el ensayo a n te r io r , es decir sin e s te r iliz a r  el ferm entador ni el medio de 

cu ltivo , a una tem perature de 30 5 C , ph 6, con una agitacion de l.S O O r.p . 

m y un flu jo  de a ire  de 1 .8  litro s /m in u tc  (0 .3  v /v /m ) .  A p a rtir  de las 

10 horas de cultivo y hasta el fina l del proceso, cada hora y media fueron  

adicionados al medio de cultivo 5 ml de m etanol, lo que d iferencia a este del 

ensayo a n te r io r .

Los resultados obtenidos estan representados en la fig . 14 en 

donde las fléchas indican las adiciones de m etanol. Como puede observar 

se la m axim a densidad optica alcanzada en este ensayo es 10.5 que co rres  

ponde a un peso seco de 3 .3 5  g /L  c ifra  muy superior a los 2 .5  g /L  conse- 

guidos en los ensayos an te rio re s , lo que dem uestra que ef ectivam ente, man 

teniendo la concentraciôn de metanol por encima de un c ie rto  l im ite , la '
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produccion de biomasa aunienta considerablem ente. Respecto a la canti--^ 

dad de metanol u tilizada el rendim iento conseguido es de 0 .3 6  g. de bio—  

masa por gram o de m etanol.

Con el fin  de redu cir aun mas la pérdida de metanol por evaao- 

raciôn y conseguir asi un mayor aprovecham iento del m ism o, se rep itic  es 

te ensayo, adicionando el metanol de 2 en 2 m l cada m edia hora en vez 

de cada hora y media 5 m l.

Los resultados obtenidos estan representados en la f ig . 15 en 

la que las fléchas sehalan las sucesivas adiciones de m etanol. Como pue­

de apreciarse observando los resultados,1a m axim a densidad optica alcanza 

da es 12, que corresponde a 3 .7  g /L  de m a teria  seca. El rendimiento  

alcanzado es de 0 .3 9  g. de biomasa por gram o de metanol sum inistrado, va 

lor muy proximo al del rendim iento teorico  anteriorm ente calculado.

Observando com parativam ente los resultados representados en 

la Tab la  V I ,puede verse que en el p rim e r caso en el que no ha habido adicio 

nés com plem entarias de metanol la tasa de crec im iento  es 0 .2 7 ,  m ientras  

que cuando se efectuan adiciones com plem entarias de metanol la tasa de —  

crecim iento  es 0 .4  Segun varios investigadores la  tasa m axim a de cre 

cim iento de las bacterias que as im ilan  el metanol por la v ia  de la ribulosa 

es mas alta (0 .4  -0 .6 )  que la de las que u tilizan  la via de la serina (O .i) ,  

lo que nos hace pensar que quizà la cepa 5 .0 73  as im ile  el metanol u tilizen - 

do la via de la ribu losa.

Tam bién puede apreciarse observando la T ab la  V I, que en el
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p rim er caso el rendim iento es m a yo r, pero sin embargo la  produccion de 

masa ce lu la r es mucho m enor.

Como complemento de todos los ensayos re a lizad o s , se efectua 

ron una se rie  de d e te rminaciones del contenido en nitrogeno total de la bio­

masa obtenida, por el métodô de K je lh d a l, después de haber lavado las 

celulas con soluciôn de C l K al 9 por m il ,  para e lim in a r los posibles re s -  

tos de nitrogeno procedentes del m edio. Como va lo r medio de estas deter^ 

m inaciones se encontre que la  biomasa obtenida contenta 7 1 .8  % de p ro - 

teina cruda
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T A B L A  V I

Tasas de crec im iento  y rendim ientos de la cepa 5 .0 73  en medio sintetico  

de sales m inéra les con d iferente concentracion de m etanol.

Concentracion in ic ia l de 

metanol en % 0 .5 0 .5 0 .5

Tota l de m l. de metanol 

adicionados 0 40 40

N5 de adiciones 0 8 20

T asa de crec im iento 0 .2 7 0 .4 0 .4

T iem po de generacion  

en horas 2 .5 1.7 1.7

Biomasa obtenida g /L 2 .5 3 .3 5 3 .7

g de biomasa /  g de me 

tanol sum inistrado 0 .6 0 .3 6 0 .3 9



-  123 -

C O N C L U S I O N E S

19) De 40 m uestras de suelos de diverse procedencia, se han 

ai si ado 103 cepas bacterianas por cultivo de enriquecim iento en el medio a 

base de sales m inéra les y metanol utilizado por C.Anthony y L .J .Z a tm a n

(5) para el d esarro llo  de Pseudomonas M -2 7 . Todas las cepas aisladas -  

son de fo rm a b a c ila r , m o viles , G ram  negatives, aerobias es tric tas  y ca ta - 

lasa positivas. Se confeervaroii en t ie r ra  ester i l .

29) De las 103 cepas aisladas : 46 son oxidase positivas y no 

ferm entan la  glucosa, 50 son oxidase negatives y no ferm entan la glucosa,

3 son oxidasa positivas y ferm entan la glucosa y 5 son oxidase negatives y 

ferm entan la glucosa.

De las 46 oxidasa positivas que no ferm entan la glucosa, 14, 

son capaces de producir pigmentos fluorescentes, poseen argin ina d ih id ro -  

lasa y son incapaces de c rec er a 4 l9  C ,  11 de e llas  h idro lizan  la gelatina  

por lo que se asem ejan bast ante al Pseudomona f luorescens. m ientras -  

que las tres  restantes por no h id ro liza rla s  se parecen a Pseudomonas puti-  

d a . De las 32 restan tes , 7 carecen de arginina d ih idro lasa , h idro lizan  la 

gelatina y crecen a 419  C por lo que pueden quedar encuadradas en el ap ar-  

tado 2 de la Seccion 11 de la clave de clasif icacion de Pseudomonas del Bej% 

gey's M anual, pareciendose bastante al Pseudomonas cepacia aunque se di 

ferencian de él entre otras cosas por no fo rm a r ningun tipo de pigmento en 

el medio de King (A y B). 5 son incapaces de c rec er a 419 C , no h id ro li

zan la gelatina y carecen de argin ina dih idrolasa por lo que se asem ejan a
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las cspccies del gcnero Pseudomonas incluidas en la Seccion i l l  de la c la ­

ve de clasif icacion del Bergey's m anual. 1, es incapaz de h id ro liza r la gje 

la tino , no posee argin ina d ih idro lasa y crece a 41® C por lo que se parece  

al Pseudomonas s tu tzeri del que se d iferencia  en que no fo rm a nunc a colo 

nias rugosas. 3 , h id ro lizan  la g elatina , poseen arginina d ih id ro lasa  y cre  

cen a 419  C por lo que se asemejan al Pseudomonas alcaliqenes v a los Pseu­

domonas capaces de h id ro liza r la gelatina incluidos en el apartado 1 de la 

Seccion 11 de la clave del B ergey's m anual, y l6  carecen de arginina dihi 

d ro lasa , son capaces de h id ro liza r la gelatina y crecen a 419 C por lo que 

se asemejan al Pseudomonas fa c il is .

Las 50 cepas oxidasa negativas que no ferm entan la glucosa, -  

fo r man colonias de color ro s a , y parecen s im ila re s  a las bacterias que P .

K . Stocks y C .S .  Me Cleskey (112) identificaron como especies del V ib rio  

extorquons m ientras no se encuentre una a filizac io n  genérica mas adecua- 

da para e llas .

De las 3 cepas oxidasa positivas que ferm entan la glucosa, 2 

poseen argin ina d ih id ro lasa , h idro lizan  la gelatina crecen a 4 l9 C  y produ- 

cen pigmentos fluorescentes por lo que podrian considerarse sem ejantes al 

Pseudomonas f luorescens pero por fe rm e n te r la glucosa quizà se asemejen  

mas a las especies del genero Aeromonas y la o tra  por poseer arginina d i­

h id ro lasa , h id ro liza r la gelatina y no c rec er a 4 l9 C  se parece al Pseudo­

monas fa c ilis  del que se d iferencia en que ferm enta la glucosa.

Las 5 restantes oxidasa negativas que ferm entan la glucosa com 

parten ca ra c te ris ticas  de Cnterobacteriaceas y de Pseudomonas
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39) La cepa 5 .0 73  que es la que presentaba un desarro llo  ce 

lu la r mas aceptable fué identificada por sus caractères  morfolôgicos y fis io  

logicos como perteneciente al género Pseudomonas. Esta cepa posee c a - -  

ra c te res  ta ies como carecer de arginina d ih idro lasa , no h id ro liza r la  gela­

tin a , producir den itr if icacion , c re c e r a 419 C , ser capaz de crecer en mal 

tosa y alm idôn, etc . . . que la asemejan al Pseudomonas s tu tz e r i. pero se 

d iferencia de él por ser capaz de u tiliz a r  metanol como fuente de carbono, 

por no fo rm a r las colonias tip icas rugosas del Pseudomonas stu tzeri y por 

ser capaz de u til iz a r  arginina como fuente de carbono, ca ra c te ris tica  que 

la asem eja al Pseudomonas m u ltivoran s. De todos los Pseudomonas capa 

ces de c rec er en m etanol, descritos en la b ib liografia  al que mas se parece  

es al Pseudomonas A citado por Y . M iu ra  (38) del que se d iferencia por 

producir den itr if icacion y ser capaz de c re c e r a ph 5 y 10.

49) Ninguna de las vitam inas del grupo B parece afectar al 

d esarro llo  de esta cepa. De los aminoacidos estudiados ninguno estim ula  

el crec im ien to , ejerciendo la metionina una accion inhibidora.

59) Cultivando esta cepa en ferm entador con un medio a base 

de sales m inéra les y metanol y adicionando metanol a pequenos in té rva los , 

se consiguio en un periodo de 22 horas un rendim iento de 0 .3 9  g. de biomasa 

por gram o de metanol sum in istrado , va lo r muy proximo a los 0 .4  g. de bio 

masa por gram o de m etanol, calculados teoricam ente segun B .J . Abbot. (1)
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69) Para obtener una tasa de crec im iento  de 0 .4  ha sido n c- 

cesario  re a liz a r  adiciones com plem entarias de metanol al medio de cu ltivo .

Las 8 adiciones de 5 . ml de metanol 6 20 de 2 n il. en igual —  

tiem po, no influyen en la tasa de c rec im ie n to , aunque en este u ltim o caso 

se m ejora ligeram ente el rend im iento .

79) Mediante un riguroso  examen m icroscôpico se pudo corn- 

probar que aunque no se es terilicen  ni el ferm entador ni el medio de cultivo  

si se trabaja en condiciones de extrem ada lim p ie z a , el medio de cultivo  pe£ 

manece lib re  do gérm enes extranos a lo largo  de todo el proceso.

89) La biomasa obtenida contiene 71 .8  % de proteina c ru d a , 

valor lo suficientem ente elevado como para poder considera r a esta cepa co 

mo potencial productora de proteinas a p a rtir  de m etanol, ya que antes de 

cu ltiver este m icroorganism o a gran escala con el fin  de obtener proteinas  

sera necesario d etcrm inar su toxicidad y su va lo r n u tr it iv e , asi como re a ­

liz a r  esludios mas profondes sobre los requerim ien tos n u tritive s  de esta 

cepa y la ingenicria del proceso, lo que sera  objeto de traba jos p osterio res.
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