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I.- ANTECEDENTES.

La Biotecnologfa hace referencia al uso de microorganismos - -
vivientes para obtener productos comerciales.(l17), donde se con--
juntan tanto los procesos de la vida, como la diversidad de herra

. P A .
mientas y técnicas que se utilizan para alcanzar un propdsito es-
pecifico. (9).

La Biotecnologia se fundamenta principalmente en los descubri-
mientos cientificos realizados a partir de los afios setenta en --
las 4reas de Genética, Biologfa, Bioquimica, Microbiologia y Enzi
mologfa.(17). En el futuro préximo, en el desarrollo de la biotec
nologfa,a ciertos niveles, su importancia e impacto estarin rela-
cionados con la capacidad para establecer mecanismos especificos-
que logren la integracién de sectores agricolas y su desarrollo -
tecnolégico, as{ como un financiamiento productivo.Las técnicas -
derivadas de estos descubrimientos cientificos han encontrado - -
aplicacién en una extensa gama de procesos de produccién que inci
den sobre la agricultura, la produccién de alimentos, la industria
farmacéutica y la generacidn de energia (5). La lucha contra la -
contaminacién, la electrénica y la mineria (5). Esta nueva revolu
cién tecnolégica, que esta aceleradamente transformando la Geogra
f{a econémica mundial,puede ser si sabemos aprovecharla, una gran
oportunidad para desarrollar una industria eficiente y altamente-
competitiva. (17). La relacién que se establece entre el desarro-
1lo econémico de un paifs est4 determinado por miltiples factores-
si bien, la biotecnologia puede ser utilizada en la modificacién-
genética de microorganismos ya conocidos, en el desarrollo de pro
cesos biolégicos alternativos para la obtencién de nuevos produc-
tos. (9).

En los Gltimos afios se ha observado como las grandes empresas-
farmacéuticas (17), han empezado absorver a las pequefias nuevas -



Que han creado productos tales como vitaminas, esteroides, hormo-

nas etc.

En el sector de alimentos y forrajes tenemos la elaboracibén de
productos tales como;fuentes no convencionales de protefnas ali--
menticias, enriquecimiento protéico de materiales amiléceos y ce-

lulésicos, alimentos fermentados regionales (14).

En el campo de la productividad agropecuaria tenemos la elabo-
racibén de mejoramiento genético de especies animales y vegetales-
(5). Dentro del 4rea de la contaminacién tenemos la biogradacién-

de residuos orgénicos sintéticos. (14).

Actualmente se cuenta con fertilizantes biologfcos y bioinsec-
ticidas. La biotecnologfa tiene un gran potencial en la realiza--
cién de proyectos que ofrecen un desarrollo de importancia nacio-
nal(9), en particular en el sectcr agricola. La floray fauna mi--
crobiana existente en los suelos son de gran importancia debido -
a su potencialidad de crecimiento (7). La mayorfa de los.suclos -
agricolas se denominan tierras francas, son de origen mineral con

gran contenido de materia orgénica (7).

En estos suelos encontramos una gran variedad de microorganis-
mos entre los cufles tenemos aquellos que son capaces de degradar
almidén (amilolfiticas).

Estos microorganismos pueden ser tanto hongos como bacterias.-
La especie de hongo amilolftico terrestre mejor caracterizado es-
Asperguillus orizae y de las especies bacterianas Bacillus leque-

niformis.y Bacillus amiloliquefacienciens. (1).

En particular, las bacterias amilolfticas son las de mayor im-
portancia en la industria almidonera, se utilizan principalmente-.

en la elaboracién de harinas, quesos, jarabes etc. (8).




Dichas Bacterias tienen la capacidad de desarrollarse en dife-

rentes hsbitats, como suelos y aguas termales; crecen a temperatu

ras en el rango de 37°C. hasta 65°C.

Bordin y Effront, 1917 (3), reportan el primer método comercial
de produccién de amilasas, enzimas hidrofilicas, que son sinteti-
zadas por estos Bacillus y son utilizadas para la produccién de

dextrinas y azlcares en la industria agroalimenticia.

E1l habitat natural de los microorganismos, el aislamiento y --
caracterizacién asi como su conservacién en colecciones permanen-
tes,contribuyen no solamente al conocimiento de la microbiota au-
téctona de los nichos de donde se aislaron, sino también represen
tan un potencial biotecnolégico, ya que pueden ser utilizadas en-
la produccién a escala industrial de los diversos metabolitos que
ellos producen, Mitruka (1979). ( 5).

Los microorganismos Bacillus amiloliquefacienciens y Bacillus-

lequeniformis,estdn reportados como los de mis alto indice de ---

productividad de alfa amilasa (enzima amilolitica). A través de -
estos microorganismos obtenemos almidén que a su vez estd compues
to por dos elementos, uno que es un polimero de la glucosa la ami
lasa con enlace fucosfdico alfa 1,4 y un polimero ramificado que-
es la amilopectina con enlace alfa 1,4 en la cadena lineal y re--

siduos eslabonados por enlaces glucosidicos alfa 1,6. (12).

Debido a lo anterior se tomaron en cuenta los factores corres-
pondientes para la formacién de un cepario dentro del CIATEJ.A.C-
(Centro de investigacién y asistencia tecnolfgica para el Estado-

de Jalisco).

El presente trabajo muestra la produccién de alfa amilasa de--
cepas de Bacillus amiloliticos que fueron aislados de terrenos -



De terrenoé de Bosques de San Isidro,Balneario Agua Caliente,- -
Balneario Chimulco y CIATEJ en el Estado de Jalisco.

Estos terrenos son principalmente campos agricolas,el aisla--
miento de las cepas y la capacidad de produccién de amilasas se-
realizé en las instalaciones del CIATEJ.

Los objetivos del presente trabajo consisten en:

-Identificacibén de poblaciones de bacterias amiloliticas a partir

de poblaciones del suelo y aguas termales.

-Aislamiento y caracterizaciédn de bacterias amilolfiticas a partir
de poblaciones del suelo y aguas termales.

-Seleccibn de bacterias amilolfiticas con nivel mis alto de produc-
cibén de alfa amilasa.

Identificar por medio de dicha seleccibén la colecciédn de cepas de
gradadoras de amilasa.




1.2- OBJETIVO GENERAL. 

Aislamiento y caracterizacién de bacterias amilolfticas encon-
tradas en diversos suelos del Estado de Jalisco.

1.3.-0BJETIVOS PARTICULARES.

l.-Determinar las poblaciones bacterianas residentes en diferen
tes suelos agricolas y aguas termales del Estado de Jalisco.

2.-Seleccionar aquellas cepas a partir de muestras de suelo y --
agua.

3.-Identificar hasta especie aquellas cepas que presenten activi

dad amilolitica igual o mayor a la cepa de referenciaBacillus

subtilis ATCC.3366.




1.4.- JUSTIFICACION.

De acuerdo a Cowan y Steel's (1979), (1), las amilasas de - -
los hongos son importantes en la industria de alimentos. Su des-
ventaja en comparacién con las amilasas bacterianas es que estas
dltimas resisten temperaturas mis elevadas y tienen una mayor Te

sistencia a los cambios de pH.

Uno de los objetivos del CIATEJ.es el de generar una coleccién-
de cepas bacterianas de importancia biotecnolégica. En particular
aislar y caracterizar bacterias productoras de enzimas amiloliti-

cas de importancia en los procesos de fabricacién de pan y harina

De igual manera el conocer el potencial biolégico de los sue--
los de Jalisco, que contribuyen al desarrollo agricola y biotecno
l6gico del pais.




1.5.- HIPOTESIS

En el Estado de Jalisco, una gran parte de los suelos agrico-

las son productores de mais, lo que nos permite aislar y caracte-

rizar bacterias amiloliticas, cuyo habitat natural es caracteris-
tico de este tipo de suelo.




I1.- MATERIAL Y METODOS

"II1.1.-MUESTREO DE SUELOS.

El muestreo de suelos agricolas de donde se seleccionaron las
cepas bacterianas para experimentacién, fué al azar, y se reali-
z6 por un periodo de un afio.

La frecuencia de muestreo fué durante, verano,otofio, invierno

y primavera.
Para la seleccién de los terrenos agrficolas se tomaron en con
sideracién los siguientes puntos.

a).-Terreno agricola cuyo principal grano de cultivo fuera el --
mafz.

b).-Las condiciones climiticas 6ptimas para el crecimiento del-
mafz,

c).-La aportacibén de agua al campo de cultivo fuera de temporal
y de riego.

I1.1.1.-MUESTREO EN BOSQUES DE SAN ISIDRO.

Se seleccionbé porque es una regién donde se cultiva mafiz-
en forma de monocultivo, con amplias posibilidades de conte-
ner una gran cantidad de microorganismos; se utiliza el rie-
go en épocas de secas; hay dos ciclos anuales de cultivo de-

mafz; se fertilizan los terrenos periédicamente.

I1.1.2=-MUESTREO EN BALNEARIO DE a) AGUA CALIENTE b) CHIMULCO.

Las caracteristicas de estas zonas son suelos de temporal




Donde se cultivan tanto maiz como frijol. La aportacién de -

agua,al campo es por medio de pozos termales.

Se seleccionaron estas zonas por tomar muestras tanto de sue-

lo como de agua en los pozos termales.

II1.2.-MUESTREO DE LA FLORA BACTERIANA NATIVA EN SUELOS AGRICOLAS
EN EL ESTADO DE JALISCO.

De la seleccién que se hizo al azar de las regiones agri

colas para el aislamiento de la microbiota nativa, los pa-

rdmetros fisico-quimicos y exolfgicos se describen a conti-

nuacién.

II.2.1.- BOSQUES DE SAN ISIDRO:

a)

b)

c)

d).

e)

£).

.-Ubicado en la periferia de Zapopan,cuya latitud es --

20-25'30 seg. y long. 103-19'30 seg; al Noroeste de -

la ciudad de Guadalajara.

.E1 clima es semiseco; con invierno y primavera secos,y

semicidlido en verano y otofio. La precipitacién anual -

media es: 906.m.m.

.-La temperatura media anual es de 23-5°C.

-La clasificacién del suelo es; regasol éutrico,Feozem

hdplico,Luvisol crémico, (ver glosario)'

.-La hidrologia de la zona esta constituida por: El rio

Santiago,arroyo blanco,arroyo San Isidro y arroyo la-

primavera.

-Los ciclos agricolas son; de Labor, de riego,de tempo-

ral.
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El muestreo se realizé durante la estacién de otofio, con un nimero total de
muestreos de suelo de cuatro correspondientes a los diferentes niveles de -

profundidad en la capa arable.

I1.2.2.- BALNEARIO DE AGUA CALIENTE:

En las regiones de Agua Caliente y Chimulco se tomaron muestras --

de agua, ya que esta tiene la particularidad de ser agua temmal y-
constituye una fuente de riegé a su vez, por su alto contenido mi-
neral y su temperatura pemite el crecimiento bacteriano temméfilo.
En la regién de Agua Caliente.

Los pardmetros son:

a).- Clima semiseco, con invierno y primavera secos, semic4lidos --
en invierno y otofio, estacién invernal definida.

b).- Precipitacién pluvial media anual es; 771.7 m.m.
c) .- Temperatura media anual : 20.2°C.

d).- Orograffa: zonas accidentadas 16.0%

Zonas semiplanas 42.2%

zonas planas 42.2%

e).- Clasificacién del suelo es: regasol éutricm, vertisol pélico-
luvisol crémico.

f).- Hidrologfa Arroyo zarco, la compuesta. el Tecuén.

g).- Clasificacién agrolégica: De labor, de riego, de temporal,de
bosques, pastos improductivos.

“II.2.3.- BALNEARIO CHIMULQO VILLA CORONA JAL.

Su latitud es de 20°25'00 seg. Su longitud 103-40'00 seg. La --
variabilidad de este muestreo y el anterior es que se localizan
a un kilometro de distancia y el clima en esta zona es sin esta-

cién invernal definida, es semiseco.
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11.2.4.- CIATEJ A.C..
a).- Ubicado en la Ciudad de Guadalajara, en la zona Noreste.
b).-Tipo de suelo; boscoso.

c).- Su latitud es de 20°39'9 seg. y su longitud es de 103-18' - -

7 seg.

Durante las diferentes estaciones climiticas anuales se tomaron muestras
de los suelos agricolas, antes mencionados, en donde el principal cultivo

es el maiz, asi como, en aguas termales con la finalidad de seleccionar y

caracterizar las bacterias presuntivamente amiloliticas.
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I11.3.- FORMA DE MUESTREO.

a).-

b).-

Muestras de suelo agricola.

Se colectaron muestras de 500 grs. cada una en las diferentes zonas
seleccionadas. las muestras se tomaron a distintas profundidas en -
el nivel correspondiente a la capa arable, como se indica a conti--
nuacién:

a) Superficie

b) 5 an. de profundidad

c) 10 an. de profundidad

d) 15 an. de profundidad

e) 20 an. de profundidad

Los pardmetros fisico-quimicos de las muestras del suelo a nivel de
campo que se tomaron fueron: Temperatura del suelo ( mediante un --
termémetro ambiental de 0-120 °C.) y el PH (con un potenciometro de
campo marca Conductronic).

Ademis se registraron datos ecolégicos de la zona para complementar
los parémetros antes mencionados, como son: Latitud, longitud, tipo
de suelo, flora, fauna y temperatura.

El transporte de las muestras del suelo, se realiz6 mediante bolsas
de pléstico.

Muestras de Agua. (Regién Agua Caliente y Chimulco).

Se tomaron muestras de agua, de 250 ml cada una en frascos de vi---

drio,previamente esterilizados en 2 pozos termales naturales, a 2 -
niveles de profundidad.

a) Superficial
b) 3 Mts. de profundidad.




II.4.- ANALISIS DE LAS MUESTRAS DEL SUELO.

II.5.

En el laboratorio, las diferentes muestras fueron puestas en una solu--
cién de fosfato de potasio monobdsico, ( KH,PO,;) 0.5 M. Ajustado el pH

a 6.0 (18). Esto con el propdsito de conservar o mantener vivos los mi
croorganismos presentes en el suelo.

Se tom un gramo de muestra de tierra de cada uno de los muestreos de -
suelo, en un volumen de 9 ml. de solucién fosfatada, haciendo 5 dilucio
nes correspondientes: 101, 102, 103; 104, 105, (26).

Para el muestreo de agua, se procedidé con la misma técnica empleada pa-
ra el caso del suelo.

Todos estos ensayos se realizaron en una campana de flujo l4minar para

mantener estéril el 4drea de trabajo.

En la tabla I. Se especifica el disefio experimental a seguir para obte-
ner un crecimiento bacteriano general, de tal manera de poder seleccio-
nar a partir de los crecimientos microbianos obtenidos, aquellas cepas

particularmente con capacidad amilolitica.
- MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS AMILOLITICAS.

Para el crecimiento en agar de bacterias amiloliticas se reporta en la
literatura,los distintos medios de cultivo, Los mis recomendados son:
S61idos, 1liquidos, blandos, ricos, minimos y semisdélidos. (2)

A continuacién se describen los Medios: Rico S6lido, Minimo. Los cuales
se utilizaron en el presente trabajo con mis frecuencia en el crecimien

to bacteriano experimental.




San Isidre Agua Calientp Chimulco Ciatej
Estacién climatica
A B C A C A B C A B C
. _ d) 4 5(2) 40
Primavera
Verano 1) 4 5(2)40
d) 5(2) 40
Otofio d) 5(2) 40
Invierno —_— d)4 5(2) 40
d)4 5(2) 40
Total de cajas 40 80 80 40

Tabla. 1.- Disefio experimental del muestreo de Suelos y agua para’ el

aislamiento de las cepas bacterianas amilolfticas.

El muestreo se efectfio en 4 diferentes lugares durante las

diversas estaciones climiticas, como se indica en material

y métodos: A)-nlmero de muestras tomadas por salida de --
campo.

B)-nlmero de diluciones en solucién fosfato --
0.1N) realizados por duplicado por cada - -
muestreo,101,10%,103,104, 105..

C) total de cajas petri sembradas en cada esta
cibén climitica por lugar de muestreo.

d) -muestras de suelo

e)-muestras de agua.




II.5.1.- Medio rico s6lido; * Medio LB elaborado por Luria y Bre-
tonia (1925). (26).

Sales 6 componentes gr/lt

Bacto triptona 10 gr/1t -
extracto de levadura Smon Lo
Nacl 5+

Agar 2%

pH 7.0

I1.5.2.-Medig Minimo s6lido: Medio minfimo utilizado generalmente- '

para Bacillus lequeniformis_ (26).

Sales & componentes gr/lt.

(NH4)3P04 4.0 gr/lt
NaZC03 0.5 nn
MnSO0, 0.005 "
kS0, 0.2 "
MgSO4 0.5 "
Cacl2 0.5 "
peptona biotriptasa 5.0 "
extracto de levadura 2.0 "

1

almidén 0 grs.

pH 6.7

La ventaja que se tiene de utilizar medio rico inicialmente, es-

con el fin de favorecer el crecimiento de la mayor parte de las-
colonias bacterianas, que se muestrearon a partir de las dilucio

nes del suelo, ya que este medio contiene componentes nutritivos ... ::
abundantes.

La desventaja de utilizar el medio rico, es que crece cudlquier-
tipo de microorganismos, es decir no es selectivo para colonias-
capaces de degradar almidén. Es por ello que se hace un subculti

Vo o resiembra.
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En un medio minimo conteniendo almidén como fuente de carbono, de-
"de manera tal que aquellas cepas con capacidad amilolftica crezcan
mientras que las cepas que no degraden el almidén no tendran la --
posibilidad de subsistir. (8).

En el primer medio se disolvieron todas las sales 6 compuestos en-
el matraz, y se puso a calentar para su completa disolucién y ense
guida se procedibé a la esterilizacién por espacio de 15 minutos --
a 115 libras en la autoclave. (14),

En el segundo medio se procedi6 a disolver todas las sales y los -
demds compuestos juntos, excepto el almidén que se disolvié por se
parado, para agregarlo, antes de meterlo a esterilizacién en auto-

clave de igual forma que el anterior. (14).
I1.6.- AISLAMIENTO Y SELECCION DE BACTERIAS AMILOLITICAS.

Las diluciones de suelo y agua antes mencionadas (ver tabla I) - -
se sembraron en medio rico solidificado en cajas petri,siendo estas-
un total de 240. La siembra se 1llevé a cabo por medio de gota,utili-
zando una asa de vidrio para esparciar las colonias homogeneamente-
las cajas de petri sembradas, fueron incubadas en una estufa por es-
pacio de 24 hrs. a una temperatura de 37°C . Al término del periodo-
de incubacién, se aislaron las diferentes cepas bacterias en base a-
su morfologia, color y consistencia de la cepa, tomindose un registro
de cada una de ellas. (18).

De las cepas obtenidas en el medio rico se procedi6 a emplear, el -
medio minimo para el crecimiento en particular de Bacillus ampilolf-
tico.

El género Bacillus de la microbiota bacteriana son las Gnicas - -
capaces de degradar almidén (10). Estos medios se utilizaron en dos--
formas: 1fquida y sélida. El medio sélido es para mantener la viabili
lidad del microorganismo. (28). Y el medio 1fquido se utilizé para 1la
determinacién de la produccién de la enzima amilolftica. (28).

Las condiciones de incubacién fueron de 37°C, 45°C, hasta 65°C. --

durante el mismo periodo. (2).
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I1.7.-PRUEBA PARA LA DETERMINACION DE ESPECIES PRODUCTORAS DE
AMILASAS.

Las colonias obtenidas en ambos medios (rico y minimo) -
después de haber sido aisladas en funcién a las caracteris--
ticas antes mencionadas,,se sometieron a la pruebade hidré--
lisis del almidén con el propbésito de determinar su capacidad

amilolitica.

a)- PRUEBA PARA LA DETERMINACION DE ESPECIES PRODUCTORAS DE
AMILASAS.

La hidrélisis de almidén consiste en que aquellas cepas-
bacterianas capaces de sintetizar amilasas tienen la fa-
cultad de degradar el almidén, en la periferia de la co
lonia, presente en el medio de cultivo. Esta prueba se -
considerd la de mayor importancia debido a que por medio
de ella se seleccionb a las bécterias productoras de al-
midén.

El ensayo se realizdé utilizando la solucién de lugol 2%-
de concentracién (28) para la visualizacién de la hidré-
lisis de almidén en el medio solidificado siendo el al--
midén 1la finica fuente de carbono en el medio de cultivo
Este ensayo utilizé el lugo, como colorante especifico -
para el almidén, produciendo una tonalidad viol4cea, el-
lugol fue vertido en condiciones estériles en las cajas-
petri con el fin de tefiir la matriz del gel (2). Las bac -

terias con capacidad amilolitica presentaron en su derre

dor un halo transparente, lo que indica que existe una -
degradacién del almidén, dicho halo se le nombra, halo -
de inhibicién. (2).




I1.8.-PRUEBAS DE CARACTERIZACION BACTERIANA.

Una vez que se separaron las cepas bacterianas que presentaron

el halo de inhibicién,i.e. degradadores de almidén se procedif

a caracrerizar cada una de las colonias con el objeto de identi

ficarlas en género y especie.

Las colonias que hidrolizaron el almidén se resembraron en dife

rentes medios (los indicados de acuerdo a la literatura), para-

hacer las observaciones bioquimicas pertinentes que nos permi--

tieran su identificacién.

Estas pruebas bioquimicas se tomaron como referenfia del Manual

de Bergey's (1974), las cuédles se describen como sigue.

a)-

b)-

Observacién microscopica: Se determiné el tipo de microorga
nismo en funcién a sus caracteristicas morfolégicas y morfé
metricas como:; color, consistencia,estructura y tamafio. --
Las bacterias pueden presentar forma de bastén cadenas 6 --
cocos (esfericos). Las bacterias amiloliticas son por lo ge

neral de forma bastonada (14).

Movilidad:

La movilidad de estas cepas se observan al microscopig,las
culdles presentaron un movimiento bidireccional (14). tambien
en esta prueba podemos observar que por medio de picadura -
en tubos de ensaye utilizando, medio rico semisélido que --
favorece a la observacibén, de las bacterias amiloliticas --
que presentan movilidad bidireccional. (2). La literatura -
reporta que todos los bacilos presentan movilidad a excep--
cién de Bacillus anthracis (3).

Tincién de Gram:

De las colonias obtenidas en medio rico se procedié a divi-
dir las bacterias, haciendo una tincién llamada Gram que--
facilita 1la seleccién de aquellas bacterias que sean positi
vas o” negativas (14). Esto se realizé colocando en un fro
tis, las colonias seleccionadas y agregando primero el colo

rante Cristal violeta; y dejidndolo reaccionar por 1 minuto
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Lugol: se agregl para que reaccionara por espacio de un mi-
nuto y lavarlo.

Alcohol: se utilizé gota a gota para arrastrar el color, se
lavé para detener la accién decolorante (2).

Safranina: se dejé reaccionar de 10 a 20 segundos se lavé -
el exceso de colorante (2). Las bacterias amiloliticas son-
por lo gral. Gram positivas, habiendo cocos particulares --
Gram (negativos). (3). La literatura nos reporta que los ba
cilos amiloliticos mis importantes son: Bacillus subtilis -
Bacillus lequeniformis, Bacillus amiloliquefacienciens (3).

d).- Temperatura variable:

De los cultivos provenientes de medio rico cuya temperatura
de incubaciér es de 37°C, se tomé una cepa y se resembré en
el mismo medio variadno Unicamente la temperatura de incuba
cién de 45°C y 65°C. Después de 24 hrs. se observé el cre-
cimiento, las bacterias amiloliticas generalmente son mesé-
filas, sin embargo hay bacterias amiloliticas capaces de --

crecer en condiciones de temperatura extremas. Las especies

reportadas con mis capacidad termofilicas que pertenecen a-
los bacilos son: DBacillus sterothermophilus (3).

e).- Crecimiento anaerébico;

El objetivo de esta prueba fue la divisién de dos grupos-

de bacilos que son; anaer6bico y aerébico, siendo el de -

de nuestro interés los bacilos aerébicos.

El método empleado fue el de Gas Pak (14). En una campana

o jarraAanaerébica se colocan las cepas y se pone un sobre
germendor de anaerobiosis. Las especies de bacilos repor-

tados en la literatura dentro de las especies amiloliti--
cas son: Bacillus anthracis (3).




f).- Hidrélisis de la caseina;

Después de realizar el cultivo en medio rico, el objetivo-
de esta prueba consistié igual que la prueba de almidén en -
observar el halo de degradacién de la caseina (proteina de
la leche) alrededor de la cepa. Lo benéfico de esta prueba -
para las bacterias amiloliticas transforman de proeuctos in-
solubles a productos solubles ejemplo: la caseinasa.

Dentro de las especies amiloliticas reportadas en la litera-
tura que son capaces de degradar la caseina son:Dacillus po-
lymixa, (3) Bacillus subtilis, Bacillus sterothermophilus --

(3).

g).-Hidrélisis de la gelatina.

De las colonias que se obtuvieron de un cultivo en medio rico
s61ido, se observé como se hidrolizé la gelatina, virtiendo--
sulfato de amonio saturado en la caja petri, formindose un ha
lo de inhibicién alrededor de la cepa bacteriana. Esto contri
buye a mencionar que muchas bacterias hidrolizan la gelatina-
pasando del estado coloidal al cristaloide. Las especies que-
reporta la literatura son: Bacillus subtilis, (3) Bacillus - -

polymixa, Bacillus lechiniformis (3).

H).-Utilizacién del citrato:

Del cultivo previo realizado en medio rico, y dentro de esta-
prueba se observd la existencia de bacterias que utilizan ci-
trato sédico como Unica fuente de carbono.(14) El crecimiento
de los microorganismos indican positividad. Un inidcador aci-
dob4dsico que ordinariamente contiene el medio, recupera su --
color alcalino a medida que se oxida el radical citrato. El1 -
medio que se utilizé fue agar citratado de Simmons(2).

cuéndo hay cambio de color azul la reaccibén nos indica positi
vidad, cuéndo el medio no se modifica hay reaccién negativa.
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Las bacterias amiloliticas no tienen la capacidad de utilizar-
citrato, excepto por dos especies, por lo que se usa esta deter-
minacién como control 6 prueba negativa (14).

De las especies amiléliticas capaces de utilizar citrato que nos

reporta la literatura son: Bacillus polymixa, (3). Bacillus ce-

reus. (3).

i).- Hidr6lisis de la Urea.

Después del cultivo en medio rico, se empez6 a hacer la prueba
donde las colonias bacterianas utilizan la transformacién de --
urea a amoniaco. El medio utilizado contenia urea como fGnica fu-
ente de nitrégeno (14). Al absorber la urea se libera NHz que --
alcaliniza el medio y se origina el cambio a color rosa fuerte -
indicando positividad. E1 medio de cultivo usado es agar urea --
hidratada Las especies bacterianas que reporta la literatura, --
dentro de los bacilos amiloliticos son: Bacillus subtilis,Baci--

megaterium. (3).

j).-recimiento en Cloruro de sodio al 7%.

Las cepas bacterianas crecidas en medio rico se observaron que-
tenian la capacidad de resistencia a la salinidad (14). El1 culti-
vo fue crecido en medio rico sblido. Las especies reportadas en -
la literatura son: Bacillus circulans, Bacillus cereus (3).

k).- Crecimiento en diferentes carbohidratos.

-

El crecimiento en los diferentes carbohidratos tienen como ob-
jetivo observar que mayor desarrollo puede haber tanto en glucosa
sacarosa, xilol y manitol, utilizandolos como fuente de carbono --
(18). Algunas especies reportadas dentro de bacilos amiloliticos -

son: Bacillus polymixa, Bacillus subtilis, Bacillus sterothermophi
Tus. (3).
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1).- Crecimiento a pH de 5.7

Después del cultivo previo hecho en medio rico, en esta --
prueba se observé la variabilidad de crecimiento en un pH lige
ramente 4cido. Las bacterias capaces de crecer en condiciones-’
de 4cidez son: Bacillus sterothermophilus, Bacillus megaterium

(3).

M) .-Prueba de la catalasa.

Del cultivo previo que fue en medio rico, se paso a esta prue
ba, donde se demostr6 la existencia de bacterias que producen --
la enzima catalasa, (2), la cudl descompone el per6xido de hidré
geno en agua y ox{geno gaseoso. Se observé la formacién de bur--
bujas alrededor del crecimiento bacteriano, algunas de las espe-
cies amilolfticas capaces de producir catalasa son: :Bacillus ---
sterothermophilus.

H).-Prueba de co,

El objetivo de esta prueba es con el propésito de observar las
bacterias que producen CO, en forma de burbfijassobre la superficie
del medio rico sélido (14).

Las especies reportadas son: Bacillus licheniformis, Bacillus poly

mixa (3).

0).-Prueba de 4cido sulfhidrico

El crecimiento de bacilos en un medio que contiene sales met4li-
cas, lo que se conoce como medio de SIM (14). Observamos la exis-
tencia de 4cido sulfhfdrico en las colonias bacterianas por medio
"de un color negro correspondiente a sulfuro ferroso (2). .

Las especies que nos reporta la literatura dentro de esta prueba-
como amiloliticas son: Bacillus polymixa, Bacillus subtilis (3).-
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II.9.- CRECIMIENTO POBLACIONAL: " Cultivo liquido en matraz".

El objetivo del cultivo en matraz fue probar en medio 1liqui-

do, el crecimiento bacteriano, para la prueba in vitro, de la-

actividad enzimitica.
El medio de cultivo utilizado para el cultivo en fase liqui-

da fue el medio minimo para Bacillus lequeniformis con la dni-

ca diferencia de no contener agar. Con el objeto de medir la--
densidad de poblacién se hizo la lectura en el espectofotéme--
tro marca LKB. La lectura fue tomada en un rango de 560 nané--
metros donde el 6rden de conteo fue de 8X108 cel/mililitro - -
(20). Esta prueba se realizé dos veces para verificar que las-

lecturas nos dieran sin posibilidad de error.

II1.10.- DETERMINACION DE PROTEINAS.

Se determiné la lectura de las proteinas por medio de la téc
nica llamadas Bradford (18). Se elabord una curva de calibra-T
cién protefca para poder tomar las lecturas que contenian las-
diversas muestras de las cepas bacterianas. Esta curva se ela-
boré con albdmina en concentraciones de 5,10,15 microlitros,--
de una solucién madre a una concentracién de 0.97 mg/ml. (4).
A cada tubo marcado con el nimero de la cepa correspondiente--

le agregamos la solucién Bradford, compuesta por:

COMPUESTO g/l

Azul brillante 100mg
Etanol 50ml
Ac, fosférico 100m1

aforar 1000ml.
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E1l azul brillante més el etanol se mezclan hasta disolverse --
bien (esto tarda aproximadamente un dia). Después se agrega el-
4cido fosférico y se hace un filtrado con un filtro sartorius -
cuyo poro mide 0.45. micras. se afor6 a un volumen final de - -
1000 ml guardandose en un frasco &mbar, para las lecturas en el
espectofotémétro a 595 nanémetros se tomé un ml. de solucién - - .
Bradford mis 100 microlitros de cada muestra a determinar.

IT.11.- ENSAYO ENZIMATICO DE ACTIVIDAD AMILOLITICA.

La actividad amilolfitica de las muestras se determiné de la -
siguiente manera: a cada tubo debidamente identificado se agrc-
g640 microlitros de almidén soluble al 1%,3 ml. de solucién - -
amortiguadora de (citratos 0.05 microlitros con un pH de 5.0) -
Y 10 microlitros de muestra; se incubaron 15 minutos exactamen-
te a 40°C, utilizando siempre un blanco (sustituyendo la mues--
tra por agua destilada con 1 ml. de HC1 (1 N) y se afor6 a -
10 ml. con agua destilada (18).

Por dltimo para desarrollar color se agregé 100 microlitros --

de lugol, al 3% y se tomé lectura en un rango de 62) nanémetros
contra el blanco preparado. La cantidad de almidén hidrolizado-
se calculé en la curva estandar de almidén (18). La lectura fuc
tomada en un espectofotémetro Ultrospec II LKB Biochrom.

II.12.- CINETICA ENZIMATICA.

La cinética enzimitica consistié en rastear la amilasa en un

periodo cronolégico con intervalos de 8 hrs. por‘cada muestreo
a partir de las muestras que se les hizo el ensayo enzimético-
con el propésito de observar la degradacién de almidén que va-
haciendo la enzima en el transcurso del tiempo.

La temperatura que se utilizé fue de 37°C en un transcurso de
72 hrs. Se hicieron 8 tomas de las muestras con 10 ml. por ca-

da una. Estas tomas se pusieron a congelar a -40°C para después
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ser tratadas. Las lecturas que se tomaron fueron en un rango -
de 620 nanémetros tomando las cepas de mayor actividad enzimé-
tica, para gréficarlas vy relacionar las lecturas de proteinas
y de actividad enzimdtica, y nos den el resultado de coefici--
ente de correlacién, y la actividad especifica de la amilasa--

(4).

_ El tipo de crecimiento de un cultivo bacteriano es sumamente
monitoreado pafa tomar alicuotas en varios tiempos y nos indi-
can la densidad déptica (0.D) a un rango de 600 n.m.

La bacteria puede ser tambien crecida en frascos adecuados --
con especial designacién de lectura en un espectofotémetro en -
un rango de 1 0.D. (600 n.m) 8X108 cel X ml. porque la exacti--
tud relacionada entre la densidad dptica y el ndmero de bacte--
rias en una pequefia cepa requiere de la calibracién de una cur-
va relativa de nGmeros variable de bacterias a la 0.D. (600 n.m
en el cultivo. (20).
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II.- RESULTADOS

II11.- REGISTROS AMBIENTALES Y NUMERO DE CEPAS OBTENIDAS EN EL
MUESTREO DE SUELOS.

a).-Muestreo en Bosques de San Isidro:

Los pardmetros ambientales en la estacién de otofio re-
gistrarén los siguiente: Temperatura ambiente, 37°C --
temperatura del suelo, 36°C y pH 7.0.

Las muestras de suelo sometidas a distintas diluciones
y sembradas en medio rico, como se describe en material
y métodos, presentaron nimero variable de cepas bacteri
anas, como se observa en la Tabla nimero 2. Debido al -
abundante crecimiento bacteriano registrado en la dilu-
cibén 101, (al igual que en todos los muestreos siguien-
tes), se descarté y se procedi6 a seleccionar las bacte

rias amiloliticas a partir de la dilucién 102.

En la regién de San Isidro se obtuvieron un total de --
42 colonias bacterianas de diferentes géneros no identi
ficados. El total de cepas en cada dilucibén se basa en-
la apreciacién que se hace de las cepas bacterianas de-
acuerdo a la observacién con respecto a su morfologia -
estructura y color.

En el muestreo realizado en San Isidro se observd una -

extensa diversidad de microorganismos en el campo visual

b).-Muestres en el Balne¢drio '"AGLA CALIEKTE" Mpio. de Villa

Corona, Jalisco.

Los parémetros ambientales durante el invierno fueron -
temperatura ambiente de 37°C; la temperatura tanto del-
suelo como del agua fue de 36°C; de las muestras de agua
directas del pozo termal la temperatura registrada fue-
de 39°C; el pH de todas ellas (suelo y agua) fue de 7.8
la temperatura de la laguna fue de 24°C y pH 9.44 y de-
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La alberca de 36°C y pH 7.9.

En esta regibén se detectaron 56 cepas bacterianas de --
diferente género encontradas solamente en los muestreos
de suelo ( Tabla nimero 1). La diferencia que se tuvo --
de este muestreo y el anterior fueyon las muestras de --
agua que se tomaron, ya que en el anterior se muestred -
Gnicamente suelo.

La poblacién bacteriana obtenida a partir de las muestras
de agua se reporta en la (tabla nfmero 2).

C).- Muestreo en el Balneario Chimulco '" Mpio. Villa Corona,
Jal.

Los resultados obtenidos en este muestreo, referente a los

pardmetros ambientales, durante el verano fueron: 37°C de-
de temperatura ambiente; 37°C del suelo; 36°C del agua; --
de las muestras tomadas directamente del pozo la temperatu
ra fue de 40°C para el suelo y del agua 38°C, ambas con --
pH de 7.9 la temperatura de la lagunafue de 26°C y pH 8.3-
de la alberca 35°C y pH 6.2 .

De este muestréo no se tomé ninguna cepa bacteriana preve-
niente de agua, debido a que no, se observé un buen creci-
miento en ninguna de ellas, al cultivarlas sobre agar.



Dilucion

San Isidro Agua Caliente Chimulco Ciatej
101 abundante abundante abundante abundante
102 28 34 49 42
103 10 17 23 36
104 4 5 11 13
Total 42 56 83 95

Tabla no.2 Nimero de cepas bacterianas obtenidas del muestreo de suelo.

Registro del niémero de cepas bacterianas obtenidas en cultivo
en medio rico, a partir de diferentes diluciones realizadas -

en el muestreo de suelos agricolas de diversas regiones en el

Estado de Jalisco.

=276




Dilucifin- -

- San Isidro

Agua Caliente

- Chimulco Ciatei
10! abundante abundante abundante abundantgd
102 --- 15 8 ---
103 ; o 9 5 ---
104 ! --- 4 2 ---
Total 28 14

Tabla No. 3.- Nfmero de cepas bacterianas

obtenidas del agua.

Registro del nGmero de cepas bacterianas obtenidas en medio

rico a partir de diferentes diluciones realizadas en el - -

muestreo de aguas termales

Estado de Jalisco.

de las diversas regiones en el-

PRSP
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(tabla nﬁmero 3), a pesar que si se obtuvo un nmero conside-
rable de ellas, las cepas bacterianas encontradas de 1los mues
tras de suelo fueron de un total de 83 cepas distintas como -
se observa en la (tabla nimero 2).

d).- Muestreo de CIATEJ,A.C. Guad,Jal.

Los parfmetros ambientales durante la primavera fueron: la--
temperatura ambiente 37°C; la del suelo 36°C y pH 6.8 (el ti
po de suelo se describié anteriormente en materiales y méto-
dos). El total de cepas obtenidas fueron 95 las cufles tuvie

ron poco crecimiento, (tabla nimero 2).

III.2.- AISLAMIENTO Y SELECCION DE BACTERIAS AMILOLITICAS"

Del nimero global de cepas bacterianas obtenidas en cultivo-

en medio rico, a partir de las diferentes diluciones de las-

muestras de suelo y agua, se procedié a seleccionar las cepas
que presentaron actividad amilolitica por medio de la tincién
con lugol, como se describe en material y métodos.

Los resultados obtenidos por medio de dicha tincién a partir

de las cepas provenientes de las muestras de suelo se mencio

nan a continuacién en la (tabla nifmero 4). El nilimero de ce--

pas amiloliticas totales obtenidas se sefiala como porcentaje.
De todas las muestras de agua solo 3 cepas presentaron un --

nivel medio de crecimiento, las cudles pertenecian a la re--

gién de Agua Caliente. Sin embargo, ninguna cepa bacteriana-

de agua se consider§ para las subsecuentes determinaciones -

yYa que su desarrollo en agar o en medio rico fue menor que--

el obtenido de las cepas de suelo. Debido a esto, se proce--

dié al desarrollo experimental dnicamente con las cepas mues
treadas a partir del suelo con el propbsito de aislar y sele

ccionar las cepas amilolfticas.
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E1l nimero de cepas presuntivamente amiloliticas se someti a-
diferentes pruebas subsecuentes para determinar con mayor pre
cisién su capacidad para degrédar almidén y poder caracteri--
zar,posteriormente dichas cepas en género y especie.

En la medida del halo de inhibicién con respecto a la cepa --
control o bien igual o mayor al halo de inhibicién de la cepa
control para las presuntivamente, y menor para las dudosas,--
siendo este halo de aproximadamente 2 m.m. en la cepa control.
También a las cepas dudosas se les hizo las pruebas de carac--
terizacién para su determinacién.

I11.3.- PRUEBAS DE CARACTERIZACION BACTERIANA EN FUNCION A DETER-
MINACIONES QUIMICAS Y BIOQUIMICAS.

Al total de cepas bacterianas presuntivamente amiloliticas-
siendo estas de 31 cepas distintas (obtenidas a cada una de
las regiones agricolas muestreadas), se les sometibé a prue-
bas de caracteriz acién bacteriana con el propésito de deter

minar género y especie.

Como se explicé anteriormente. las cepas se encuentran agru
padas de acuerdo al lugar de origen de las muestras de sue-
lo.

En las tablas subsecuentes se observan los resultados de --

las diferentes pruebas realizadas en cada una de las regio-

nes agricolas.
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Dichas determinaciones nos indican capacidad de crecimiento
a distintas variantes en el medio como; movilidad, inhibi--
cién. tincién, degradacién de algfin sustrato.

Se tom§ como cepa testigo al Bacillus subtilis ATCC 3366. -

pardmetro de comparacién en las pruebas realizadas del cul-

tivo del suelo.

III.3.1.- PRUEBA DE CARACTERIZACION DE LAS CEPAS AMILOLITICAS

III.

DE BOSQUES DE SAN ISIDRO.

En Bosques de San Isidro se registraron 8 cepas distfintas-

presuntivamente amilolfticas, de acuerdo a la hidrélisis--

de lugol.

La (tabla 5). muestra los resultados de las determinaciones
realizadas, por duplicado a cada una de estas cepas.

Ademis se efectuaron las mismas determinaciones realizadas-
a 4 cepas adicionales (dudosas) que habfan presentado un -

halo de inhibicién muy pequefio en la prueba de lugol.

3.2.- PRUEBAS DE CARACTERIZ ACION DE LAS CEPAS DEL BALNEA-
RIO AGUA CALIENTE.

En Balneario Agua Caliente se registraron 11 cepas diversas
presuntivamente amiloliticas, de acuerdo a la prueba de lu-
gol.

La (tabla6). nos muestra los resultados de las determina-
ciones realizadas que se hicieron a cada una de estas cepas
donde el halo que presentaron todas estas fue igual o mayor
al control por lo que se procedié con todas, fueron 6 cepas
adicionales en este muestreo que presentaron halo de inhibi
cién pequefio en la prueba de lugol, y a las que tamnien se-
les hicieron las pruebas correspondientes.
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III.3.3.- PRUEBAS DE CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE BALNEARIO
CHIMULCO.

De la regién de Chimulco se registraron 7 cepas diver-
sas presuntivamente amiloliticas de acuerdo a la prue-
ba de lugol.

Se cité en la (tabla no. 7) los resultados de las dete-
rminaciones realizadas por dlplicado a cada una de est-
tas cepas. Se les efectuaron las mismas pruebas a 8 ce-
pas adicionales, (dudosas) ya que presentaron un halo --
muy pequefio en la prueba de almidén.

II1.3.4.- PRUEBAS DE CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE CIATEJ,A.C

En la regién de Ciatej, se registraron 5 cepas presun-
tivamente amiloliticas de acuerdo a la prueba de lugol
todos los resultados se citan en la (tabla no. 8). Y--
se observan los resultados de las determinaciones rea-
lizadas por duplicado a cada una de estas cepas,ademis
se adicionaron 5 cepas a las cudles se les hizo la ---
prusba de lugol, para observar el halo de inhibicién -

el cuil fue muy pequefio.

III1.3.5.- DESCRIPCION DE LAS TABLAS 5,6,7,8.

Las diferentes columnas indican las respuesta a cada una

de las determinaciones realizadas, descritas por medio -

de la siguiente simbologia:

(3) Crecimiento, tincién, movilidad e inhibicién, positi
vo.

(18) respuesta no favorable negativo.

Las "x" y "y" indican la forma de la espora siendo Espo-

ra ovalada y Espora redonda respectivamente. '
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Las letras "v" y "t" indican la posicién de la espora res-
pecto a la célula siendo Espora subterminal y Espora ter--

minal. respectivamente.

El asterisco indica las condiciones control del crecimien-
to bacteriano inicial, explicado en material y métodos. --
--todas las determinaciones se hicieron por duplicado en -
cajas sembradas..

III.4.- CULTIVO EN MATRAZ PARA HIDROLISIS DE ALMIDON.

Todas las 31 cepas presuntivamente amiloliticas fueron so-
metidas a cultivo liquido o en matraz, cuya fuente de carbo-
no fue almidén con el propésitode observar densidad de pobla
cién y la mayor degradacién de almidén.

Las observaciones fueron realizadas de acuerdo a,incremento-
en turbidez del medio tomando los registros de (Densidad - -
6ptica )D.0. en el espectofotémetro, a 620 nm.(tabla No.9)--
y a la prueba de lugol, Esta dltima consistié en la pérdida-
del tono viol4dceo que adquirio el meeio al adicionar el lugol
pasando a un tono transparente o claro; la observacién fue -
Unicamente visual.

El crecimiento en matrdz fu durante 72 hrs. tomando regis---
tros cada 8 hrs. de todas las 31 cepas se procedié a selecc-
ionar Gnicamente 8 cepas para su identificacién taxénomica -
ya que estas fueron las que registraron una mayor densidad -
de poblacién en vase a D.0 y mayor indice de degradacién ---
de almidén, con respecto a las restantes. (tabla No.9 ).
Cabe aclarar que las cepas restantes presentaron escasa lec-
tura de D.0. (i.e) abajo de una 1.0 a 620 nm). y la pérdida
del tono viol4ceo fue minfma.

La lectura de D.O. fue convertida a actividad amilol{tica, -
de acuerdo a (18)..




La cepa testigo presenté una actividad amilolftica de 325 - -
mg/ml/min. Como se puede observar en la tabla no.9). Las ce--
pas amiloliticas seleccionadas presentaron un {ndice de acti-
vidad amilolftica mayor a la de nuestro control. A las 23 ce-
pas restantes también se les determiné su D.0 y, por ende, -

su actividad amilolfitica siendo esta menor a los 325 mg/ml/min.
Con respecto a nuestra cepa testigo. Es necesario mencionar --
que estas 23 cepas no se descartaron por no ser amilolf{ticas,-
sino que, por la dificultad de hacer la identificacién taxoné-
mica de cada una de ellas, y a la escasez de recursos y tiempo’
por ello es que solamente se tomaron las de igual o mayor -- .
actividad amilolitica referente a la cepa testigo. ,

ITII,5.- DETERMINACION DE PROTEINAS DE ACUERDO AL METODO DE BRA--_lF
DFORD.

La determinacién protefca se llev6 a cabo en las 8 cepas sele--
ccionadas en el cultivo 1l{quido, éomo se observa en la tabla --
(9). E1 contenido protefco se registré a las 36 hrs. de cultivo
(6 de incubacién ), con el objeto de hacer la correlacién entre
la actividad especffica de D.0. y protefna.

IIT.6.- IDENTIFICACION TAXONOMICA.

En el desarrollo de un microorganismo durante 2-4 dfas. cuéndo-
es fermentada la dextrosa por ciertas bacterias.

Debido a esto queda abierta la posibibilidad de continuar el .--
trabajo ya que las 31 cepas que estdn aisladas pueden hacerse--
les todas las pruebas para su completa identificacién.
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III.7.- INTERPRETACION DE LAS GRAFICAS.

Las grificas nos muestran la correlacién que hay del micro-
organismo tanto en su pH que va de 7.5, as{ como su D.O de-
crecimiento que fué mayor hasta 2.2.

Su actividad enzimitica fue de 50 la minima hasta la mixima
de 500 mg/ml/min., as{ como de la protfna qur fue de 1 hasta
1.10 mg/ml como la méxima. En estds gréficas se muestran -
las de mayor actividad enzimética quedando 8 cepas como --
representativas por lo que las 23 restantes quedan a cargo
del Centro de investigacién donde se elaboré el trabajo.
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1V.- DISCUSION:

El hombre depende en gran medida del suelo para su alimen=
tacién. Hasta cierto punti, la fertilidad del mismo determina -
los niveles alimenticios del ser humano: dependiendo este a su-
vez, de los microorganismos presentes en el terreno agricola,--
tanto asi, que, sin hongos ni bacterias en el suelo no serfa --
posible 1la agrfcultura ( 8).

El suelo no constituye un ambiente estitico sino debe concebirse
como un medio en cambio constante, activado por la accién recipro
ca de las vastas poblaciones macro y microscédpicas de los dife--
rentes formas vivientes. (25).

La aereacién, humedad, pH, temperatura, presencia de mine-
rales solubles y cantidad de materia orgénica,ejercen indudable-
influencia sobre el nidmero de microorganismos en el suelo (21).

Los microorganismos representan un probable pre-requisito--
esencial para el desarrollo global del mundo biético (18).

El suelo puede considerarse como un inmenso medio en el que
la naturaleza produce cultivos mixtos de miles de especies mi--

crobianas. En particular, en los suelos de importancia agricolas
la presencia de microorganismos esta influfda por el tipo de ma-
teria orgénica, de desperdicio (rastrojo) que es necesario pro--
cesar,de tal manera que al siguiente ciclo agricola forme parte -
de los nutrientes requeridos por los vegetales en desarrollo & --

crecimiento.

En el estado de Jalisco, en un gran porcentaje de los suelos
agricolas el cultivo principal es el mafz, por lo que estos sue--
los son ricos en microorganismos amilolfticos, (i.e) degradadores
de almidén. En el presente trabajo, las bacterias amilolfticas -~
fueron de particular interés, ya que estas ayudan a la degrada- -
cién del rastrojo de mafz que nos sirve como fertilizante natural.

El muestreo en diversas zonas agricolas productoras de - -
mafz nos permitié obtener una amplia variedad de bacterias ami--
loliticas, las cufles fueron analizadas en el laboratorio, Una -

de las finalidades de este estudio fue, por un lado,aislar y - -
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Caracterizar las bacterias obtenidas del suelo, comparando con una
cepa control de Bacillus subtilis ATCC 3366. Productora de alfa -

amilasa, enzima degradadora de los enlaces alfa 1,4.

En orden de mayor actividad amilolftica se presentaron las carac
teristicas de las cepas presuntivamente identificadas tomando como

pardmetros de comparacidn a la cepa de referencia antes mencionada.

Una vez realizadas todas las pruebas Bioquimicas se selecciona--
ron 8 de las 31 cepas, ya que presentaron mayor actividad amilol{i-
tica que el control, cocmo a continuacién se menciona Bacillus poli

mixa, tuvo mayor actividad que la cepa antes mencionada. A estas -
se les identifico en funcidn a nuestra cepa de referencia, como se

describe anteriormente.

A las 23 cepas restantes se les determinaron las pruebas de ca--
racterizacién, Bioquimica y actividad amilolfitica, pero no se rea-
1iz6 su identificacién taxondémica debido a que el halo de inhibi--
cién fue menor al control.

En escala de importancia, en el presente trabajo, la prueba de -
la hidrélisis del almidén, fue la mé&s utilizada para detectar y --
determinar en forma general las bacterias amiloliticas y asimismo-
se separaron dichas bacterias de acuerdo, a 1la prueba de tempera-
tura, en mes6filas y terméfilas: de las cepas que fueron meséfilas
tenemos a las 7 cepas ya identificadas, mientras que solamente una
cepa fue terméfila y esta fue identificada como: Bacillus sterother

mophilus; la cudl presentd las caracteristicas de temperatura a -
65°C.

Seguidamente,la prueba de tincién al Gram, para determinar las -
bacterias Gram positivas que fueron con las que se trabajaron en -
estos experimentos.

Las demis pruebas restantes dieron informacién mds particular --
sobre las 31 cepas bacterianas, lo que permitié poder clasificarlas
en las distintas especies a que corresponderian de acuerdo al - -~

Manual de Bergey's (3).
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De las 31 cepas que presentaron el halo de inhibicién del almi-

dén (i,e). Bacterias amilolfticas pertenecieron al género Baci--
llus por presentar forma bastonada.

La cepa control tiene las siguientes caracteristicas la cuil - -
se comparb con la cepa de mayor actividad amilol{tica.
Bacillus subtilis: presenta que su tipo de colonias tienen un color

opaco, cremosas, son aerdbicas en medio que contenga glucosa, como
fuente de carbono: Gram positiva; produce 4cido y gas;crecimiento-
de 37°C, hasta 55°C. hidroliza la caseina,la forma de la espora --
es eliptica y central.

Bacillus polymixa vs. Bacillus subtilis ATCC 3366. A ésta se -
le identificé taxonémicamente, en funcién a nuestra cepa control -

B polymixa presenté mayor actividad amilolftica (550 mg/ml/min) -
respecto a la cepa control. Ambas hidrélizaron la casefna y pre--
sentaron una estructura similar de acuerdo a su morfologia, son -
Gram positivas, producen 4cido y gas a partir de carbohidratos -
como xilol, manitol, arabinosa, las esporas son dominantemente --

centrales. La diferencia particular en Bacillus polymixa es que-

no crece a temperatura de 45°C. También no crece la primera en --
medio que contenga Nacl al 7% mientras que B subtilis es aerbbica
es por ello que es una especie distinta a nuestra cepa control, - -

aunque las dos sean cepas amiloliticas. (9).

En las demis cepas identificadas se tiene que en orden decrecien
te, de la actividad amilolftica presentada, esta la cepa que fue-
encontrada en CIATEJ,A.C. La cuil reporta 530 mg/ml/min. de acti-
vidad de almidén degradado. Identificada presuntivamente como - -
Bacillus polymixa, la cuél tiene las mismas caracteristfcas que la

cepa anterior y su érden de magnitud de actividad amilolitica es -
similar a la cepa de Chimulco la cuél reporté gran actividad.
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Seguidamente se tiene a la cepa identificada como Bacillus sub--

tilis, la cudl reporta 500 mg/ml/min. que fue encontrada en Bosques
de San Isidro; esta cepa presentd caracteristicas morfoldgicas y .-
fisiélogicas similares a la cepa control, a excepcién de la activi-
dad amilolitica la cu4l fue mayor.

La cepa identificada como Bacillus coagulans; present§ las - -
siguientes caracteristicas; tiene pH de 7.0 hidréliza el almidén -

crece en temperaturas de 37°C hasta 45°C, lo que la hace diferente
de Bacillus polymixa. en Nacl al 7% contrario a B polymixa; Hidré-
liza la caseina produce 4cido y gas a partir de los siguientes --

carbohidratos, xilol, manitol,arabinosa, Difiere de la cepa control
por pertenecer a la divisidn anaerébica es lo que hace que sea en--

en particular B. coagulans.

Una cepa encontrada en el Balneario "Agua Caliente'" reportdé una-
actividad amilolitica de 420 mg/ml/min. identificandose como B.fir-

mus, la cudl tiene las siguientes caracteristicas de acuerdo a la -
cepa control; forma 4cido y gas a partir de diversos carbohidratos-

tiene pH de 7.0; tiene movilidad, la temperatura de crecimiento va-
de 37°C hasta 45°C. hidréliza el almidén y la caseina, difiere de-

B. subtilis; ATCC 3366 en la estructura morfologica de la cepa, ya-
quela colonia presenté forma estrellada mientras que en la cepa ---

control la colonia es redonda.

A continuacién se tiene a la cepa que fue presuntivamente identi

ficada como B. sterothermophilus: la cudl reporta 370 mg/ml/min.

de almidén degradado y es originaria de Bosques de San Isidro. - -

tiene las siguientes caracteristicas de acuerdo a la cepa control;-- _L
hidréliza el almidén, crece en Nacl al 7% tiene movilidad,produce-

4cido y gas a partir de diversos carbohidratos. Difiere en que es --

cepa anaerdébica, la hidr6lisis de la catalasa es variable y como pun

to més particular es la Gnica cepa que crece en una temperatura de -

65°C. como anteriormente se mencioné.
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Se obtuv6é otra cepa identificada como B. megaterium, origina-
ria de "Balneario Agua Caliente" la cuél reporta una actividad -
de 350 mg/ml/min. y presenté las siguientes caracteristicas de -
acuerdo a la cepa control. son colonias opacas, tiene crecimien-
to en un pH de 7.0 son Gram positivas, tiene movilidad, hidréliza
la caseina y la catalasa, la temperatura es de 37°C. La diferen-
tia con la cepa control es que es una cepa anaerfbica. Y no cre
ce mids alld de los 45°C. mientras que B. subtilis si puede cre--
cer en incubacién de 55°C.

Por #iltimo, la cepa identificada presuntivamente como B.circu -
lans , present6 similitud con la cepa control en la mayoria de-
sus caracteristicas, difiere de la cepa control, en que es una - .
cepa con bajo desarrollo de actividad amilolitica, la cudl esta--
por debajo de la cepa control ademés de que crece en Nacl al 7%-

ya que presenté 320mg/mo/min.
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IMPORTANCIA DE LAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION NO REALIZADAS.

Prueba de Indol;

Es importante para los microorganismos que se estubieron --
trabajando debido, a, que aprovechan por medio de esta prueba - _
el amino4cido triptéfano que pocos organismos aprovechan direc- = @ -:.:
tamente. L

El indol es desechado de acuerdo a como el microorganismo -

asimila el triptofano. (el indol es un indicador).

Prueba de Vogues Proskawer.

Se tomé como una prueba confirmativa, de anaerébiosis,y si -
las bacterias producen una fermentacién alcoholica, 6 4cida, si
es positiva es 4cida, negativa es alcoholica, en el 4cida cambia

de color.

Prueba de Reduccién de Nitratos a nitritos.

Es confirmativa si hay anaerébiosis o no, ya que los microorga
nismos reducen los nitratos a nitritos, ejemplo de respiracién --

aerébica. .
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INTERPRETACION DE LAS GRAFICAS.

Las gréficas muestan la relacién de la actividad amilolftica -

y la cantidad de protefna que hay en las bacterias, durante su --

crecimiento en cultivo en matraz, y los cambios de pH del medio -
que tienen las diversas cepas.

La cepa testigo Bacillus subtilis ATCC 3366 tiene un pH igual

al cabo de las 72 hrs. de incubacién, se puede ver que tiende a - . -

ser igual que en las 40 hrs. La D.O. es Iogaritmica o exponencial
a todo lo largo de la incubacién, a las 72 hrs. el valor de D.O -
fue de 2.0 como se describe en material y métodos:

Una unidad de D.0O. es igual a 8)(108 celX ml. observandose en -
la concentracién de almidén degradado, y a partir de 8 hrs. hasta
24 hrs. la degradacién ascendente hasta las 72 hrs. llegando hasta
325 mg/ml/min.

Referente a la cantidad de proteinas que tiene el microorganismo
se observa que de las 8 hrs. hasta las 24 hrs. no hay variacién --
(i,e. en fase logaritmica que a las 32 hrs. se dispara hasta 50 -
mg/ml. incrementandose hasta llegar a las 40 hrs. a 95 mg/ml. para
en las 72 hrs. decaer lo que indica que el microorganismo a las -
72 hrs. tiene mis alto degradacién de almidén que de proteina.

La relacién que hay de las grdficas restantes se tomaron tres --
pardmetros en funcién a la cepa control.

a).- parémetro de pH
b).- D.O
c).- Actividad amilolfitica.

i
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V.- CONCLUSIONES.
Una de las observaciones que valdria la pena mencionar del pre- g

sente trabajo, es lo extenuante de las determinaciones de asilamien
to y caracterizacién bacteriana, debido a la carencia de objetivos
bien definidos en el disefio experimental.

Es decir, aislar bacterias del suelo al azar, sin conocer bien-
detalladamente una cepa que nos sirviera como testigo 6 de referen
cia al mismo tiempo, no teniendo la certeza de que los microorga--
nismos amiloliticos obtenidos experimentalmente, se comporten igual
que nuestro control, resulta en un alto costo e inversién de tiempo

en la elaboracién de dicha seleccién y caracterizacién.

Considero que para trabajos de aislamiento y caracterizacién --
de microorganismos seria mis recomendable primeramente caracteri-

zar, Bioquimicamente y fisioldgicamente al microorganismo obtenido

del suelo y agua, y someterlas a determinaciones Bioquimicas en --
funcién al control.
Esto evitaria el alto gasto de materiales ya que con 28 3 cepas-

encontradas serfia suficiente para llegar a una identificacién bien
detallada de los microorganismos encontrados y n8 dejando tantas -
cepas no identificadas.As{ como tener un mejor manejo de las cepas
tanto de referencia como de las encontradas en suelo y agua.

No se puede mencionar que los lugares elegidos, hayan sido los-
méds representativos del Estado de Jalisco, ya que como anteriormen

te se menciondé fueron tomados al azar por lo que probablemente se-
tengan mejores lugares aqui en el Estado con buenas posibilidades-
de encontrar bacterias altamente degradadoras de almpiddn.

Por lo que se requiere de un mejor disefio experimental.

referente a la presuntiva identificacién, como anteriormente ---
se menciondé en discusidén, se deja la posibilidad de continuar un -
segundo trabajo, a partir de las cepas aisladas que fueron amilolfi i
ticas y que se quedan almacenadas en el cepario del CIATEJ A.C. --
Ya que no se llegé a la plena identificacién por la falta de 3 prue-
bas, que requerian de reactivos y se podria llegar a la plena - -
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Identificacién,de 1las 23 cepas restante§ para terminar estas -
investigacién. )

La observacibén que se hace de los cuatro muestreos es la va-
riabilidad, que se obtuvo de microorganismos, ya que en Bosques
de San Isidro siendo lugar agricola se encontro menor incremen-

to poblacional que en otros muestreos, como en el caso de CIATEJ

donde se tuvo mayor variabilidad de microorganismos sometidos a

seleccién para después observar que en Bosques de San Isidro se-

obtuvieron cepas degradadoras, de almidén con alto porcentaje --
de actividad amilolftica. En CIATEJ a pesar de que se encontra--
ron gran cantidad de microorganismos solamente uno fué el que -

presento buena actividad amilolftica, por lo que hace suponer -

que debido a que esta localizado en terreno urbano hubo mayor--

posibilidad de contaminacién del suelo.

De los muestreos de los Balneario de Agua Caliente y Chimulco
no se obtuvé ninguna cepa amilolitica, proveniente de aguas ter-
males, por lo que en resumen el presente trabajo, de bacterias-
extraidas del suelo.

En algunos casos como se muestra en la tablaNo. 9 llegarfan-

alcanzar actividades amilolfticas mayores que la cepa de referen

cia, llegando a tener actividades amilolfiticas mayores que la -
cepa de referencia, llegando a tener hasta 550 mg/ml/min. contra

la de referencia que es de 325 mg/ml/min.
La ventaja que se tiene al realizar este trabajo de investiga

cién, es darnos cuenta que el Estado de Jalisco, tiene lugares-- ..

ricos en microorganismos capaces de que al ser llevados al labo-
ratorio y someterlos a diversas técnicas sean importantes para -

ser procesados y llevados a nivel industrial, tal como en este -

caso, a la industria almidonera para la elaboracién de panes. --
harinas, jarabes etc.

La realizacién de esta investigaciédn aunque fue muy elaborada
dié la sarisfaccién de que 2 de las cepas extraidas del suelo --
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E identificadas como Bacillus polymixa y Bacillus subtilis -

(No. 15 y 45) fueron procesadas a nivel de planta piloto.

En la parte del proyecto de alfa amilasa bacteriana que fue-
este trabajo, los resultados obtenidos se encuentran citados - -

en las publicaciones de alfa amilasa que tiene este CENTRO CIATEJ
Como importancia de este trabajo es saber que quizds en tiem--

pos futuros se pueda contar con un cepario altamente variado en -

cudnto a microorganismos tanto bacteriales como fungales, y aunque

en una minima parte este trabajo contribuyé a la formacién del - -

cepario.

Por lo que se puede mencionar que las desventajas que se tuvie ‘
ron a lo largo de este trabajo, se pueden corregir para trabajos- . ?

posteriores.
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VII.- GLOSARIO.

Feozem héplico:

Luvisol crémico:

Regasol éutrico:

Vertisol pélico,

5.~ E “ :_: ) ,

P

Estos suelos tienen tendendencia a la ero-
sién, es un suelo obscuro rico en materia-
organica se utilizan estos suelos en agri

cultura de riego 6 de temporal.

Son suelos lavados son fértiles rojos o cla--
ros aunque hay algunas pardos,se usan en mé-

xico con fines agricolas.

Son suelos que se caracterizan por no presen
tar capas distintas, son claros en general -
y se parecen bastante a la roca que tiene --
debajo, cuidndo son profundos, se encuentran-
en playas § en labores.

Son suelos que se revuelven se caracterizan-
por las grietas anchas y profundas que apa-
recen en las sequias, son suelos amarillosos _ 
frecuentemente negros, son pegajosos hﬁmedosi
claros aveces salinos, son suelos sucepti---
blesa la baja erosién.

b
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