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El RhJzobJum melJlotl es un mlcroorganlsmo de gran interés en Ja 

1nvestlgacl6n blotecnol6glca ya que presenta dos grandes cualidades 

para su estudio y produccl6n; una de ellas es que al ser un 

mlcroorganlsmo que en vlda slmbl6tlca fija nitrógeno atm6sferlco 

fertlllzando a su huesped (alfalfa), reduce la ut11 lzacl6n de 

fertilizantes provocando con ello baja en los costos de producción. La 

otra cualldad importante que presenta es la de producción de 

exopollsacárido, el cual representa una posible alternativa en ~a 

industria de alimentos, donde en su proceso recurran a la utlllzaciOn 

de pollsac6.ridos. Algunas invcstlgaclones realizadas mencionan que el 

exopollsacárido producido por RhJzobJum meJ1JotJ presenta varias 

propiedades funcionales, tales como, gellficante, espesante y 

estabillzante. 

Por las razones antes expuestas, para el aprovechamiento 

potencial de este microorganismo es necesario crear y optlmlmizar las 

condiciones propicias para su crecimiento y reproducción, asl como 

para la producc16n máxima de exopollsacárldo. 

Se aislaron tres cepas diferentes de RhJzobJum melllotJ, a partir 

de ralees nodulas de plantas de alfalfa . Las cepas aisladas una vez 

identificadas mediante pruebas primarias se nombraron según el lugar 

de procedencia. Se disefto su medio de cultivo en base a la composlci6n 

elemental de las bacterias, con el cual se preparó un inoculante cC1n 

cada una de las bacterias y se inocularon semlllas de alfalia variedad 

Valenciana. Se realizó una cinética como control para mantener 

constante la concentración celular para el inóculo de las ciriétlcas en 

la' opt1mizac16n del medio de cultivo. También se realizó Ufi'l cinética 

con cada una de las cepas con el fin de selecionar la mejor cepa para 

producir exopolisacá.rido y la que proporcionará. la mayor cantidad de 

blomasa para el inoculante. 



La cepa Laboratorio obtenida de una semilla inoculada 

comercialmente, fue la que se selecionó para la obtención del 

lnoculante ya que proporcionó la mayor concentración ce'"ular y el 

menor tiempo de dupUcaclón, al optimizar su medio de cultivo se tiene 

que este lnoculante se puede utilizar en tierras semiácidas o 

semlbásicas, as! como en reglones con temperaturas entre 28 y 34°C, se 

obtuvo un aumento en la velocidad de crecimiento de O. 107 a O. 307h -t, 

una disminución considerable en el tiempo de duplicación de 4. 15 a 

l. 79 horas, con una productividad de O. 357g/l/h, obteniéndose una 

concentración celular de S. 9Sg/l en 54 horas a lOg/l en 24 horas y 

2. 92x109 UFC/ml, lo cual es considerado por Deppler y Perlman ( 15) 

como un buen lnoculante. 

La cepa Teotlhuacan fué la seleccionada para la obtención del 

exopollsacárldo, el cual se precipitó con lsopropanol para su 

cuantificación. Inicialmente se obtuvieron en 192 horas 1t.39g/l de 

exopollsacárido, con un tiempo de duplicación de 10. 6 horas. Al 

optimizar su medio de cultivo se obtuvieron 6.44g/l en 54 horas con 

una concentración celular de 7.0g/l y s.2x108 UFC/ml, con un tiempo de 

duplicación de t. 79 horas. 



INTRODUCCION 

En tiempos recientes, la creciente demanda de productos de 

interés para los sectores agropecuario, allmentarlo, farmacéutico, 

ambiental, industrial y energético han dado origen a nuevas áreas de 

lnvestlgaclón. Una de ellas es la blotecnologla cuyas actividades se 

centran en la producción y utlllzaclón de los microorganismos y sus 

productos. (21 )(38)(43) 

Como todos los seres vivos, los microorganismos crecen, se 

reproducen y segregan algunos compuestos de importancia para el 

hombre. Estas han sido las caracteristlcas en las cuales se ha basado 

su ut111zac16n. 

En la práctica la blotecnologia constituye potencialmente la vla 

más rápida para dar solución a muchos de los problemas deflcltarlos 

que tiene la población mundial y principalmente la población de los 

paises denominados subdesarrollados. 

Una de las áreas en la que la blotecnologia ha cobrado un gran 

interés es la agroallmentaria donde tiene una importante 

participación. En este sentido en los últimos at\os se ha visualizado 

una posible solución a la baja productividad agricola, la cual es 

debida principalmente a la pobreza de los suelos de elementos 

indispensables para su cultivo. El empleo de variedades de alto 

rendimiento con el fin de acabar con ese déflcl t alimentarlo queda 

frenado por dos dificultades: el rápido agotamiento de los suelos, 

acelerado, además, por efectos climáticos adversos y el elevado costo 

de abonos quimlcos. Ante lo anterior ¿qué solución se puede dar a 

ambos problemas? En este caso el aprovechamiento de las bacterias 

fijadoras de nitrógeno puede ser la solución. 

Los investigadores han descubierto microorganismos capaces de 

transformar el nitrógeno del aire en amoniaco y con él formar 

aminoácidos y proteinas. Tales microorganismos son procariontes. 

Algunos de ellos pueden fijar nitrógeno en vida libre o en simbiosis 

con plantas, es decir, ceder sus compuestos nitrogenados a la 

planta-huésped a cambio de sustancias energéticas que ésta le 

proporciona. 

La familia Rhlzoblae es un grupo de bacterias que se asocian a un 

gran número de plantas formando nódulos en sus ralees, entre ellas 

está casi la totalldad de las leguminosas. 



Algunas investigaciones realizadas con los Rhlzobluu- mencionan 

que estas bacterias no solo son fijadoras de nitrógeno alrn6sferlco, 

slno que también producen ciertos polisacáridos que preser.tan varias 

propiedades funcionales tales como gellficante, espesante y 

estabil lzante de suspensiones. (32) (37) (47) 

Existe una amplia variedad de pollsacáridos obtenidos de tejidos 

de plantas, semillas, algas, frutas y árboles, los cuales han sido 

producidos por su importancia funcional y comercial en la industrit.. 

Sin embargo estos pollsacárldos presentan gran variación . en sus 

propiedades funcionales aún cuando los métodos de obtención sean 

rigurosamente estandarizados, pues están sujetos a cambios climáticos, 

cambio de la naturaleza del suelo de reglón en reglón, etc. Por esta 

razón, los polisacáridos obtenidos por microorganismos tienen 

posibilidad de ser ampliamente utilizados, además de que las nuevas 

investigaciones están explorando la producción de otros pollsacárldos 

y sus propiedades funcionales. 

El uso comercial de los polisacáridos se basa en la capacidad que 

presentan para cambiar las propiedades reológicas de diversos sistemas 

coloidades. Debido a la amplia diversidad de sus propiedades 

funcionales, los polisacáridos tienen aplicaciones en la industria 

alimentarla, farmacéutica, cosmética, del papel, aceitera, textil, 

etc. 

Considerando lo anterior en el presente trabajo se realiza la 

investigación experimental sobre dos de las caracteristlcas müs 

importantes que presenta el Rhlzoblum melllotl, el cual además de 

fijar nitrógeno atmosférico asociándose simbi6t1camente con las 

plantas de alfalfa al formar nódulos en sus ralees, también produce 

algunos exopolisacáridos que potencialmente pueden ser útiles en la 

industria de alimentos. 
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CAPITULO 1 

GENERALIDADES 



!. 1 FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO 

El nitrógeno es el elemento más abundante en la atmósfera 

terrestre, constituyendo aproximadamente el SOY. del aire p1 esente; su 

abundancia sin embargo es paradójica ya que como ruente nutrlclonal el 

nitrógeno es escaso. Esto se explica fácilmente ya que la forma en la 

que se encuentra en el aire es inerte y únicamente puede entrar Rl 

sistema biológico cuando es "fijado" o combinado con otros elementos, 

tales como oxigeno o hidrógeno. (6) 

L 
ELECIR¡cAS 
A LA Alll 

CICLO DEL NITROGENO 

El nitrógeno es uno de los elementos más importantes en el ciclo 

vital de los seres vivos del planeta. La principal transformación del 

nitrógeno es a complejos proteicos que están presentes en los 

vegetales y, una vez en estos, son asimilados y utilizados cvmo fuentes 

nutricionales por animales y el hombre. 

En la .actualldad la población mundial enfrenta un gran 

problema, la deficiente producción de alimentos, por la baja 

productividad agrlcola de muchos paises para producir alimentos debido 

principalmente a la pobreza de sus suelos. 



Se ha planteado como solución alternativa a este problema el 

empleo de variedades de alto rendimiento con el fin de acabar con ese 

déficit alimentarlo, sin embargo enfrenta dos dificultades: el rápido 

agotamiento de los suelos y el elevado costo de abonos qulfllicos. Una 

solución a ambos problemas es utlllzar microorganismos fijadores de 

nitrógeno, con los cuales se reemplazará la utilización de abonos 

quimicos y se regenerará la fertilidad de los suelos empobrecidos y 

erosionados. (16) 

l. l.! MICROORGANISMOS FIJADORES DE NITROGENO 

Existen dos tipos de microorganismos fijadores de nitrógeno, los 

de vida libre y los simbióticos. Los microorgan_ismos fijadores de 

nitrógeno en vida libre están grandemente distribuidos en la 

naturaleza, encontrándoseles en el suelo, lagos y mares, rocas, madera 

seca y en el interior de terml tas y mamiferos. Los microorganismos 

fijadores de nitrógeno simbióticos se encuentran asociados con plantas 

principalmente: 

a) Vida libre 

1.- Bacterias (CJostrldlum, Azobacter, KlebsleJla, etc.). 

2. - Alga verde azul (Anabaena, ToJypothrlx). 

b) Slmbl6tlcos 

1. - Alga verde azul en hojas o Uquenes. 

2.- Bacterias en hojas o tallos (frank!a, Nostoc, SplrllJum, etc.). 

3. - Rhlzob1um en plantas leguminosas. 

4. - Varios microorganismos desconocidos (Actlnomlcetos) en las 

ralees de angiospermos. (29) 

La cantidad de nitrógeno fijada anualmente por los organismos 

vivos es de 108 toneladas en todo el mundo, de la cual la mayor parte 

procede de simbiosis. (8) 

Una de las relaciones simbióticas más interesantes e importantes, 

es la que se dá entre las leguminosas y las bacterias del género 

Rhlzobium. 



l. 2 GENERO Rhlzoblum 

Los Rhlzoblum son un grupo de bacterias unicelulares que 

pertenecen a la familia Rhlzoblceae cuya principal caracteristlca es 

que son bacterias fijadoras de nitrógeno atmosférico y se asocian 

slmbiótlcamente con un gran número de plantas formando nódulos en sus 

ralees, estando entre ellas casi la totalidad de las leguminosas. 

(16) (32) (47) (48) 

l. 2. 1 UBICACIDN TAXONOMICA DEL Rhlzoblum 

El género Rhlzoblum se compone de seis especies, las cuales 

reciben sus nombres de acuerdo a las especies vegetales con las que se 

asocian. Las seis especies de Rhlzoblum reconocidas y sus respectivas 

leguminosas hospederas se muestran a continuación: (15) 

Rhlzobium LEGUMINOSA 

legumlnosarum Veza, Chlcharo, Lenteja 

phaseoll Frijol, Alubia, Ayocote 

trlfo111 Trebol 

luplnl Altramuz, Serradella 

japonlcum Soya 

melJlotl Alfalfa, Meliloto 

l. 2. 2 CLASIFICACIDN POR EL TIPO DE CRECIMIENTO 

De acuerdo al tipo de crecimiento o metabolismo los Rhlzoblum se 

dividen en dos grupos: el tipo llamado de crecimiento rápido en el que 

las células a la temperatura de 30°C se dividen en un lapso de tiempo 

muy corto (de 2 a 5 hrs). estos producen reacción ácida en medio de 

sales min~rales-manltol; y el tipo de crecimiento lento, en el que las 

divisiones a 30°C se producen cada 12 a 24 hrs, estos microorganismo 

son también llamados Bradyrhlzoblum. (3) (16) Las especies de 

crecimiento lento producen reacción alcalina en un medio conteniendo 

carbohidra tos y presentan lnhabll ldad para utl llzar los 

disacáridos. (22) 
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Una clasificación más general. basada en la turbidez que producen 

las bacterias en medio liquido o la vlslbi lldad de las colonias en 

medio sólido es la siguiente: grupo de Rhlzoblum de crecimiento 

rápido, los cuales producen gran turbidez en medio liquido y colonias 

muy visibles en medio sólido en un tiempo de 3 a 5 dias .i 28°C; en 

este grupo se ubican el Rhlzoblum melllotl, Rhlzoblum trlfolll, 

Rhlzoblum legumlnosarum y Rhlzoblum phaseol 1. En el grupo dE: Rhlzoblum 

de crecimiento lento, tenemos al Rhlzoblum japonlcum y Rhlzoblum 

Juplnl, los cuales requieren de 8 a 10 dias para tener un crecimiento 

slmllar. (15) 

l. 2. 3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS 

El género Rhlzoblum en cultivo puro es un bacilo Gram negativo, 

cuyos bastones pueden ser cortos o medianos de 1. 2 a 4 µm de largo por 

O. 5 a O. 9 µm de ancho. Suelen ser móviles, mótricos o peri trices, y 

algunos poseen uno o varios flagelos. ( 15) (48) Algunas especies pueden 

presentar fimbria. (31) 

Los Rhlzoblum son especies qulmioorganotróflcas, no forman 

esporas, (31) son aerobios, teniendo un excelente crecimiento a 

presiones parciales de oxigeno tan bajas como O. 01 atm, siendo óptima 

para su respiración cuando la presión es de 0.15 atm. (15) Crecen bien 

en rangos de temperatura entre 25 y 30°C, con excepción del Rhlzoblum 

melllotl que prefiere temperaturas de 35°C. (15) (16) (48) La variación en 

el pH para el crecimiento de los Rhlzoblum oscila entre 6 y 7. (48) El 

Rhlzoblum melllotl al ser una bacteria ácido-tolerante, puede variar 

el pH de 6. 8 a 6. 4 después de 144 hr~ de incubación. (15) 

Las colonias que producen los Rhlzoblum son circulares, 

convexas, semltranslucldas, en relieve y mucllaglnosas, de 2. a 4 mm 

crecidas de 3 a 5 dias en agar- manito! - extracto de levadura - sales 

minerales. (31) 

Las distintas especies de Rhlzoblum se distinguen entre si por 

ligeras diferencias morfológicas o bioquimicas. En la tabla 1 se 

muestran algunas de ellas: (8) 



TABLA !. - DIFERENCIAS BIOQUIHICAS Y HORFOLOGICAS DE LOS Rh. zablum. 

HICROORGAN!SHO NUMERO CRECIMIENTO SOBRE 
DE 

FLAGELOS 

R. legumlnosarum 4 

R. phaseoll 4 

R. tr1fol11 4 

R. luplnl 2-3 

R. japonlcum 1 

R. melllotl 1 

ALC: alcalinlzac16n 

ACD: acldlflcaci6n 

LECHE TORNASOL 

ALC,Z 

ALC,Z 

ALC,Z 

ALC 

ALC 

ACD 

Z: formac16n de una zona clara 

1. 2. 4 SIMBIOSIS LEGUHINOSA-Rhlzoblum 

ARABINOSA 

+ 

-
-
+ 

+ 

+ 

GALACTOSA 

+ 

-
-
-
-
+ 
·-

Aproximadamente el 90~ de todas las leguminosas son capaces de 

formar nódulos en presencia de Rhlzoblum. 

Existe una marcada especificidad entre la cepa de Rhlzoblum y la 

especie leguminosa, Asi. una sola cepa puede infectar cierta especie 

leguminosa pero no otras. (48) A un grupo de cepas de RhlzobJam capaz de 

infectar a un grupo de leguminosas parecidas se denomlm~ grupo de 

lnoculaci6n cruzada. (8) 

Al penetrar el Rhlzoblum en las células de la ralz de su planta -

huésped forma nódulos. En este caso se trata de una infección que se 

transforma posteriormente en una asociación simbiótica, es decir. en 

una asociación mutuamente benéfica, pues mientras las bacterias de 

este género utilizan solo una parte de nitrógeno fijado para su 

metabolismo, aportan cantidades significativas de éste a la planta -

huésped a cambio de sustancias energéticas (azúcares) que la planta le 

proporciona. (16) (39) 

1. 2. S PROCESO DE NODULACION 

La nodulac16n empieza cuando los Rhizoblum especificas, presentes 

en el suelo, entran en las ralees por el extremo de los peles 

absorbentes; entonces se forma en cada pelo uno o más tubos de 

lnfecc16n los cuales contienen las. bacterias. Cuando la infección 

alcanza la base del pelo absorbente, en este nivel, el tubo da 
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lnfecc16n libera las bacterias en el 1nter1or de las células de ia 

corteza de la ralz. En este momento los Rhlzoblum se recubren con una 

membrana 1 asumiendo una morfologia particular denominada bacteroidc. 

De esta forma, convertidos en bacteroides, adquieren la capacidad de 

fijar nitrógeno atmósferlco y transformarlo en nitrógeno amoniacal, el 

cual ha de ser compartido con la planta huésped. Como se ob~erva en la 

figura del proceso de nodulación. 

De esta manera las células vegetales infectadas se nHltipllcan 

hasta formar en la superflcie de las ralees excrecencias de tamaf'io 

variable (de O. 5 a 4 mm). Estos son los nódulos cuyo aspectc.. es propio 

de cada especie leguminosa infectada. En algunas leguminosas como t!l 

cacahuate, el Rhlzobium penetra directamente en las células de la 

corteza de la raiz donde la infección se propaga por la división de 

las células infectadas y no por los tubos de infección. 

La transformación de nitrógeno gaseoso atmósferico a NH3, es 

catallzada por una enzima especifica, la nl trogenasa, la cual no es 

una enzima simple sino un complejo enzimático constl tuldo por dos 

protelnas, llamadas proteinas 1 y 11. La protelna 1 contiene molibdeno 

y hierro, se le llama mollbdoferredoxina, su función es rec•ucir el Nz 

en NH3. La protelna 11 contiene unicamente hierro y es llamada 

azoferredoxina, su función es la de transferir a la protelna I la 

energia necesaria para su funcionamiento. 

En el Rhlzoblum, la ni trogenasa no puede funcionar in vivo mt.s 

que en presencia de una cierta concentración de oxigeno. In vltro 

solamente funciona en ausencia total de éste. En el nódulo la 

presencia de oxigeno es muy baja (O.OS a 0.01 mm Hg), si se eleva, la 

nltrogenasa queda inhibida y el nódulo no fija el nltro.,geno; sln 

embargo, el nódulo es un gran consumidor de oxigeno. Esta paradoja se 

explica por la presencia, en los nódulos, de las leghemoglcbinas, las 

cuales provlslonan de oxigeno a las bacterias y facilitan al mismo 

tiempo la difusión del oxigeno a presión muy baja hacia el interior 

del nódulu. 

Las leghemogloblnas contienen hierro como la hemoglobina, por lo 

que dan a los nódulos un tinte rosado o rojo. Las leghemogloblnas son 

sintetizadas de la siguit:nte manera: la porción globina es sintetizada 

por la planta; la porción heme por el microorganismo simbiótico. Por 

tal razón las leghemoglobinas solamente aparecen cuando se ha 

establecido la relación simbiótica. De tal manera que cuando una cepa 

resulta efectiva, los nódulos formados son grandes, J"ojizos y 
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PROCESO DE NODULACION 

RAIZ NOOULADA PELO ABSORBENTE CELULA DE RAIZ INFECTADA POR 

Rhizobium 



fijadores do.?- nitrógeno; por el contrario si la cepa no es efectiva los 

nódulos son pequeños, de color blanco-verdosos e incapaces de :fijar 

nitrógeno. Cabe hacer mención que las leghemoglobinas aparecen en los 

primeros estadios de la ln:fección de la planta. (6}(8)(16)(29)(39) 

Con el tiempo , el nódulo se deteriora, liberando bacterias :;,l 

suelo. Las formas bacteroldes son capaces de dlvldlrse, pe :-o siempre 

hay un pequef\o número de células bacilares que han ¡:nrmanecldo 

Inactivas; éstas proliferan ahora, usando como nutrientes l.lgunos de 

los productos del nódulo deteriorado y pueden !nielar el proceso de 

lnf"ecclón en otras raices o pueden llevar una existencia libre en el 

suelo. (8) 

1. 2. 6 ESPECIFICIDAD DE LA SIMBIOSIS 

Se han llevado a cabo algunas investigaciones centradas en los 

primeros estadios de la interacción simbiótica Rh1zob1um - leguminosa 

con el fin de aclarar el mecanismo por medio del cual se establece 

dicha asociación. 

Algunas investigaciones reportan que la interacción simbiótica de 

las especies de Rhlzoblum involucra la presencia de 

heteropollsacáridos extracelulares (EPS), tales como el 

glucan y llpopollsácarldos (LPS). (32) (47) 

/3-(1.2)-

Según la hipótesis de B. Bohlool y E. L. Schmidt (5) podrla haber 

una interacción entre las glicoprotelnas segregadas por las ralees de 

las leguminosas y los polisacáridos de la pared de la bacteria. Estos 

polisacáridos desempefiarlan un papel de receptores respecto a las 

glicoprotelnas. De esta manera se supone que los Rhlzoblum presentes 

en el suelo podrlan reconocer estas gllcoproteinas llamadas lectinas, 

sin embargo el mecanismo de esta interacción aún no está determinado 

claramente, aunque esté sólidamente determinada para algunas 

leguminosas, especialmente el trébol y la soya, la validez de esta 

hipótesis no ha podido ser verl:ficada para todas las especies 

slmbiótlcas :fijadoras de nitrógeno conocidas y estudiadas. (16)(26)(32) 

(39) (47) 

Tomando como base la información anterior, la producción a nivel 

industrial de estas bacterias y su posterior uso, aprovechando su 

relación simbiótica con algunas plantas leguminosas, resulta 

interesante un estudio de la optlmizaclón de su medio de cultivo para 

lograr su máxima producción. 
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l. 3 FDRHULACION DE MEDIOS DE CULTIVO 

La formulación del medio de cultivo para el crecimiento 

microbiano es esencial tanto en el dlsefio de experimentos a nivel 

laboratorio a escala piloto, como para la manufactura de procesos. Los 

constituyentes del medio deben satisfacer los requerimentos 

elementales para la producción de blomasa celular o metabolitos y 

ademá.s, debe tener una adecuada fuente de energla para la blosintesl s 

y mantenimiento de las células. El primer paso a considerar es una 

ecuación basada en la estequlometria de crecimiento y formación d~l 

producto, asl: (44) 

fuente do enerqla, + olroa elementos ----+ blomaaa + productos + C02 +- calor 
carbono y nllrÓqono colulor + H2C. 

Para dlsefiar un medio de cultivo deben tomarse en cuenta los 

factores ambientales, los cuales se dividen en: 

a) Ambiente fislco: temperatura, humedad, pH, aireación, agitación, 

presión atmosférica, etc. 

b) Ambiente quimlco, es decir, los compuestos adicionados al medio cie 

cultivo que permitan el crecimiento de los microorganismo-;, también 

llamados requerimentos nutricionales, tales como, Carbono, Hidrógeno, 

Oxigeno, Ni tr6geno, Fosforo, Azufre, y otros minerales. 

Al medio de cultivo también se le pueden adicionar otras 

sustancias dependiendo del medio en particular que se trate, como 

sales buffer, sustancias óxido - reductoras , agentes selectivos y 

sustancias solidlflcantes, tales como, gelatina, agar, sillca gel, 

etc. 

La fuente de energla que se adiciona al medio de cultivo depende 

del tipo de bacteria que se trate, asi, tenemos que las bacterias 

fotoslntéllcas requieren luz como fuente de energia, las 

quimlolitotr6flcas obtienen la energia por oxidación de m.>léculas 

inorgánicas y las quimioorganotróflcas requieren compuestos de 

carbono como fuente de energia, los cuales frecuentemente se adicionan 

como fuente de carbono también. Este tipo de bacterias son las mf..s 

comunmente utilizadas en la industria de la fermentación. (37) 
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En el disef\o del medio de cultivo de cualquier microorganismo es 

indispensable conocer su composición macromolecular genérica o 

especififica. Cuando se trata de un microorganismo desconocido el 

disef\o de su habltat óptimo resulta un tanto "complicado" y requiere 

de pruebas de ensayo múl U ples para crearle las condiciones propicias 

para su desarrollo. Por lo general la composición especifica de una 

bacteria no se reporta, a raenos de que se trate de una bacteria muy 

estudiada, por lo cual es común disef\ar el medio de cultivo en base a 

la composición elemental del microorganismo: (38) 

COMPOSIC!ON ELEMENTAL DE LOS MICROORGANISMOS [44) 

Elemento Bacteria Levadura Hongo 

% en peso seco 

Carbono 50-53 45-50 40-63 

Hidrógeno 7 

Nitrógeno 12-15 7. 5-11 7.0-10.0 

Fósforo 2.0-3.0 0.8-2.6 o. 4-4. 5 

Azúfre o. 2-1. o o. 01-0. 24 0.1-~.5 

Potasio 1. 0-4. 5 1. 0-4. o o. 2-0. 25 

Sodio o. 5-1. o 0.01-0. 1 o. 02-0. 5 

Calcio o. 01-1.1 0.1-0.3 o. 1-1. 4 

Magnesio 0.1-0.5 0.1-0.5 0.1-0.5 

Fierro 0.02-0.2 

Cobre o. 01-0. 02 

Manganeso o. 001-0. 01 

Cloro 0.5 

El requerlmento de carbono bajo condiciones aerobias se puede 

estimar por el coeficiente de producción celular (Y), también llamado 

rendimiento, el cual se define de la siguiente manera: (1 )(38)(44) 

Cada especie microbiana presenta un rendimiento celular 

especifico dependiendo del sustrato utilizado, sin embargo para muchos 

microorganismos poco estudiados, tales como el Rhlzoblum, no se tienen 

reportados los rendimiento celulares por ello para el cálculo de la 

fuente de carbono se recurre a los rendlmlentos celulares promedio 

para los microorganismos en general. 
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Algunos coeflclentes de producción celular promedio en condiciones 

aerobias son: (44) 

Fuente y 

Glucosa 0.51 

Metano 0.62 

Acetato 0.34 

Etanol o. 68 

Para iniciar el cálculo del medio basal o inicial de cultivo de 

microorganismos. primero se debe establecer la concentración de 

células deseadas (g/l) además de conocer la eficiencia y tipo de 

sustrato a emplear como fuente de carbono. 

Cada uno de los demas nutrientes que constituyen el medio de 

cultivo se suministran en forma de compuestos cuya cantidad se 

establece de la siguiente manera: considerando los gramos de células 

por litro a obtener, con base en la composición de la bacteria (% en 

peso del nutriente por gramo de células), y el peso molecular del 

nutriente en relación con el peso molecular del compuesto que se va a 

emplear como fuente de dicho nutriente, se calcula la cantidad de 

compuesto que proporcionará la cantidad suficiente de nutriente 

para que dicha bacteria crezca y se reproduzca. 

Por ejemplo si se quiere obtener 1Sg de células secas por litro 

utilizando glucosa corno fuente de carbono los cálculos de la 

composición del medio de cul tlvo son los siguientes: 

El cálculo de la fuente de carbono apartlr del despeje de la 

ecuación del rendimiento celular es el siguiente: 

1Sg cel/lltro 
cantidad de carbono .,...,0,-.-=5c:-1-

8
-c-e"'t""/g-g""'l-u-co_s_a = 29.41g glucosa/litro. 

EL Cálculo de los demás nutrientes se ejempllficará al calcular 

la fuente de Fósforo. 

Para calcular el requerimento máximo de fósforo se establece que 

la fuente de donde se obtendrá es KzHP04 por lo que tenernos: 

(!Sg cellC0.03g P/ll = 0.4Sg P/l/g cel. 

como se utiliza K2HP04 la cantidad de un gramo/mol es: 

.----ªQc2!'.ª!?S-~---- = 0.1770g P/g K211PO• 
174 .183g K2HP04 
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si en un gramo de K2HP0c se tiene o. 1770g de fósforo y t;a requiere 

0.45g para cubrir el requerimento máximo ¿cuantos gramos de K2HP0c hay 

que adicionar? 

lg kzHPOc 0.177g p 

X o. 45g p X = 2. 542g K2HPOc/l. 

!. 4 CURVAS DE CRECIMIENTO DE CULTIVOS BACTERIANOS 

Cuando las condiciones del medio de cultivo son favorables para 

el microorganismo se inicia su multiplicación y crecimiento, que pasa 

por una serle de fases sucesivas. 

Si se realizan conteos microbianos periódicos y los resultados 

del número de microorganismos se presentan gráficamente en ordenadas y 

las unidades de tiempo en abcisas, se obtiene una curva de crecimien.:.o 

como la siguiente: 

111c:IMN~OS _!'; 
A a 

TIEMPO 
Donde de A a B t:.s la llamada fase inicial o de laten·:ia (lag), 

durante la cual no hay crecimiento o incluso disminuye el número de 

microorganismos. Durantr.. estas primeras horas las cblulas se adaptan a 

su nuevo medio, aumenta su indice metabólico y forman entonces un 

nuevo protoplasma preparándose con ello para una fase reproductiva. 

De B a C, fase de aceleración positiva, ocurre un aumento 

continuo de la velocidad de crecimiento. 

De C a D es la fase logar1tmica o exponencial durante la cual el 

ritmo de crecimiento es máximo y constante a una velocidad (µ) 

gobernada por su tiempo mlnlmo de generación (td). Este ritmo o 

velocidad de crecimiento se mantendrá constante en tanto se disponga 

de nutrientes abundantes, y se conserve la acumulación de productos 

tóxicos de desecho bajo el nivel critico. La fase logarltmica puede 

ser prolongada modificando el ambiente en que se desarrollan les 

microorganismos, de modo que los cambios que habrian de ocurrir no &e 

presenten. Se puede ver afectado por la aireación del medio de 

cultivo, ajustes de pH, por aspiración y sustitución del m~dlo o por 

17 



comblnac16n de tales procesos. Cuando no se verifica tal regulación o 

intervención se tendrá la fase de aceleración negativa CD a E). en :a 

que disminuye el ritmo de mul tipllcaclón. 

En la fase estacionarla {E a F) se llega a un punto en el cual el 

número de microorganismos que muere iguala al número de los que SI! 

reproducen, es decir, el número de microorganismos \. lables se 

mantendrá en equl llbrlo. La duración de esta fase la de ter minarán la 

velocidad o indice de agotamiento de nutrientes y la acumulación de 

desechos o metaboll tos. 

En la fase de destrucción acelerada {F a G) y fase de destrucclon 

final o de declive (G a H), el número de microorganismos que muere 

excede el número de los que se están reproduciendo. Esta fase continua 

hasta que todos los microorganismos del cultivo mueren. (14)(19)(41) 

Para propósitos de reproducir un microorganismo o de obtener una 

sustancia a partir de él, lo más importante es lograr 1.m número grande 

de células, lo cual se alcanza durante la fase de creclmienlo 

exponencial, en donde la razón de cambio de la concentración celular 

es directemente proporcional a la concentración celular p·~esente, y 

que matemáticamente se expresa: 

dx/dt =X 

donde: x = concentración celular (g/l) 

t = tiempo (h) 

(1) 

al introducir la constante de proporcionalidad a la ecuación queda: 

dx/dt = µ (2) 

dado que µ se define como la velocidad especifica de crecimiento que 

es igual a: 

µ = (l/x)(dx/dt) 

rearreglando la ecuación [3] se tiene: 

µdt = dx/x 

(3) 

(4) 

al integrar {4], teniendo como limites del tiempo desde cero hasta t, 

y de la concentración celular desde X1 hasta X2. 

l X2 

! µdl = ! dx/x 
o Xl 

[SI 

queda µt = Ln (X2/X1) (6) 
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despejando x, que es la concenlraci6n de células en t.n tlem~o l, 

se tiene: 

X2 z XI eµ< [7] 

La ecuación (7] implica que para un cultivo creciendo en 

forma exponencial, es posible predecir su comportamiento en un 

tiempo t. si se conoce la concentraci6n inicial y la velocidad 

especifica de crecimiento (µ). 

Un caso particular de la ecuacióri [71 se obtiene cuando se 

mide el tiempo que un microorganismo emplea para dupllcar su masa 

celular, y esto es: 

X2 = 2X1 [8] 

por tanto el tiempo de duplicación (td), de un microorganismo, puede 

calcularse por substitución de la ecuacl6n [8] en la ecuaci6n (6] 

tomando t ·= td. 

td = Ln2/µ [9] 

J. Monod (1942} mostró que cuando la concentración de sustrato es 

baja, existe una relación lineal entre ésta y la velocidad especifica 

de crecimiento, pero a altas concentraciones, alcanza un valor de 

saturación simllar al de la ecuación de Michaelis-Mentel. Lo anterior 

metemátlcamente implica: 

donde: 

µ = µmáx (S/Ks + S) [101 

Ks = constante de saturación (g/l) 

µ.máx = velocidad especifica de crecimiento máxima (hrs- 1 ) 

S = sa turaci6n 

si Ks = S, implica que: 

µ = µmáx/2 [11) 

La influencia de la concentración del sustrato (S) sobre µ se 

describe en la siguiente- curva. 

C-OlalllRACION 
SUSTRATO 



En la fase A existe limitación por la falta de sustrato, en la 

fase B no hay limitación y la reacción ocurre en forma exponencial, 

la fase C existe inhibición por exceso de sustrato. 

Asi pues, cuando S tiende a cero, µ es proporcional a 5, cuando S 

esta en exceso (y no es lnhibidor), µ es independiente de S y µ = 
j.UftaX. 

Al ser Ks una constante de saturación, cuanto menor sea, mayor es 

la afinidad sustrato-microorganismo y con ello aumenta la fracción de 

crecimiento que corresponde a la fase exponencial. ( 10} 

El parámetro más importante de una fermentación, y de cualquier 

proceso en general, es la productividad (P), que significa la 

producción (p) obtenida por unidad de tiempo. 

En una fermentación por lote, en donde lo que importa es la 

concentración celular a un tiempo t, se tiene: 

(12] 

para calcular t en un cultivo por lote, necesario tomar en cuenta 

el tiempo que lleva, por separado, cada actividad involucrada en su 

preparación, dentro de cada una de las fases. 

El tiempo en la fase log, está dado por: 

t2 = ( l/µ) Ln CX2/X1) (13] 

por lo que la productividad final queda: 

(14] 

Donde: 

T tiempo duración fase lag tiempo durac: ión fase 

estacionarla y fase de muerte. (38) 

1. 5 INOCULANTES 

Un lnoculante se puede definir como un cultivo concentrado de 

bacterias vivas en medio liquido o soportado en algún compuesto 

orgánico. Las especies de Rhlzoblum para el inoculo son sel.ecclonadas 

en base a las siguientes cualidades: 

a) Formación de muchos nódulos fijadores de nitrógeno, esto i:s nódulos 

grandes y rojos en las ralees de la planta en particular. 

20 



b) El microorganismo debe ser competitivo frente a otra; especies 

infectlvas de Rhlzoblum. 

c) La nodulacl6n debe ocurrir en un rango de temperatura ba.1o la cual 

la planta pueda crecer. 

d) El Rhlzoblum debe ser capaz de crecer bien en el medio de cultivo, 

en el medio de soporte y en la tierra después que la semll la ha sido 

sembrada. 

e) El microorganismo debe ser capaz de sobrevivir en la tierra de una 

estación a otra y en suelos de pH variantes. (15) 

En base a su aplicación existen dos tipos de presentación de los 

inoculantes: a) los disel\ados para aplicarse· en las semillas 

leguminosas y b) los dlsef\ados para aplicarse directamt:nte en la 

tierra. Siendo los mtls comunes aquellos que son aplicados a las 

semillas. Cl 5) 

Los inoculantes mantienen la vlabllldad de las bacterias a 

temperaturas ambientales durante un periodo de tiempo relativamente 

corto (aproximadamente 6 semanas), sln embargo se pueden conservar por 

2. meses o más si se mantienen a temperaturas de refrigeración iguales 

o menores a 4°C. (15) 

l. 5. 1 MEDIOS DE SOPORTE 

Un medio de soporte es todo material excipiente qu~ por sus 

caracteristlcas tanto fisicas como quimlcas es capaz de mantener 

viable a los Rhlzoblum el tiempo necesario para llevar a cabo la 

inoculación de las semillas de leguminosas sin que se pierdan sus 

propiedades infectantes o mueran. (24) 

Las cualidades de un buen medio de soporte para Rhlzoblum son: 1) 

No ser tóxico a las especies de Rhlzoblum, 2) Tener buenas cuaHdades 

de absorción, 3) Ser de fácil pulverización y esterilización, 4) Tener 

buena adhesión a las semillas, 5) Que se pueda mantener a temperatura 

ambiente o en refrigeración, 6) Ser de fácll dlsponibllldc.od y costo 

moderado, 7) Debe contener material orgánico suficiente para que 

exista en el soporte, una propagación del microorganismo. ( 15) 
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Para la selección de un material de soporte, además d~ .:onslderar 

sus cualidades, es importante determinar la capacidad del Rhlzoblum 

para incrementar el número de unidades formadoras de colonias en un 

tiempo razonable, de 2 a 3 semanas para Rhlzoblum de crecimiento 

rápido y de 4 a 5 semanas para Rhlzoblum de crecimiento lento Ca 

temperatura ambiente), y se mantengan viables y/o disminuyan 

lentamente una vez aplicados al soporte. 

Los medios de soporte que han sido usados son: Las turbas, las 

mezclas de polvo de carbón, la bentonlta, alfalfa molida, el bagazo de 

cana , carbón fósil pulverizado, entre otros. (15) 

1. 6 POLISACARIOOS MICROBIANOS 

Los microorganismos, al igual que los organismos superiores, 

sintetizan oligosacáridos y polisacáridos. Las cantidades de estos 

compuestos que se encuentran en los microorganismos varlan 

considerablemente. Mientras que los polisacáridos intracelulares pueden 

representar hasta un 60 Yo del peso seco del microorganismo, los 

polisacáridos extracelulares pueden superar la cantidad de peso seco. 

Muchos de los polisacáridos que actualmente tienen importancia 

industrial son obtenidos de tejidos de plantas, semlllns, algas, 

frutos y árboles. Sin embargo algunos de estos polisacáridos enfrentan 

diversas dificultades entre ellas el mantener sus caracteristlcas 

especificas estables, pues los requerimentos metabólicos de las 

plantas, asi como los cambios ambientales que varian de reglón a 

región, pueden manifestarse en diferencias de funcionalidad en un mismo 

tipo de pollsacárldo. (15)(45)(46) 

Ante estas variaciones, la producció~ de polisacáridos por 

fermentación microbiana para su uso comercial ofrece varia~ ventajas 

potenciales comparada con la extracción de polisacáridos de plantas y 

algas, o la sintesis qu1m1ca (9)(15)(44), siendo algunas ne ellas las 

siguientes: 

La producción de los pollmeros es independiente de las 

condiciones climáticas, su cantidad es segura, su calidad es uniforme 

sl la fermentación se conduce en forma controlada y si se utilizan 

materias primas de calidad constante, la composición y propiedades del 

polisacárido se pueden modificar si se cambian las condiciones de la 

fermentación. Por ello se puede tener una amplia diversidad de 

polisacáridos producidos por un misma microorganismo. 
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Como muchos pollsacáridos son extracelulares su extracción es m~s 

simple pues no se necesitan técnicas complejas de extracción las cuales 

además de tener un cierto costo. pueden degradar en parte al producto 

durante la recuperación. 

La penetración de los polisacáridos microbianos en el mercado ha 

sido lenta debido principalmente al poco conocimiento de su naturaleza 

fisica y quimlca y al desconocimiento de sus potenciales 

aplicaciones. (46) 

Los polisacáridos al presentar interacciones lonlcas tanto con 

otros elementos del· sistema en el que se encuentran como con ellos 

mismos t_ienen la capacidad de modificar la viscosidad de la solución 

que los contienen y con ello cambiar sus propiedades reológicas. asi 

mismo por la composición y estructura de los p~llsacáridos pueden 

presentar una o más de las siguientes propiedades funcionales: 

espesante, gellflcante, emulslficante, establlizante (de espumas, de 

emulsiones, de suspensiones), las cuales son de gran importancia en la 

industria alimentarla, farmecéutlca, aceitera, textil, etc. (46) 

Una desventaja de la producción de polisacáridos por 

microorganismos es el elevado costo de instalación y escalamiento 

del equipo de fermentación. (46 l 

l. 6. 1 PRINCIPALES POLISACARIDOS MICROBIANOS 

Los pollsácaridos microbianos que han cobrado mayor interés son 

los exopollsacáridos debido a que son los que se obtienen en mayor 

cantidad y son recuperados con facilidad del caldo de cultivo. Los 

exopolisacáridos se encuentran en dos rormas diferentes: ya sea unidos 

a las células microbianas formando parte de la cápsula¡ o secretados 

por las células al medio ambiente que las rodea en forma de "fango" 

soluble. 

La producción de pollsacáridos inició con gran interés alrededor 

de la década de los 50' s como una al terna ti va a la producción de 

polimeros tradicionalmente obtenidos de fuentes naturales (plantas, 

semillas, frutos, algas, etc.). El primer polisacárido microbiano que 

se comercializó fue el dextrano, un pollmero producido por bacterias 

como Leuconostoc sp, Klebslel la sp, Streptoccocus sp, entre otros. El 

dextrano se utiliza en la formación de geles como el Sephadex, el cual 

se ut111za para purificar y fraccionar sustancias biológicas, 

incluyendo la recuperación de proteinas, además de tener un amplio ur.o 

cllnico en tratamientos sangulneos. (28) (42) 
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Algunos otros polisacáridos que exhiben propiedades ir.teresantes 

son el curdlan que forma un geÍ a temperaturas de 110 a 130°C 

producido por Al cal lgenes faecal ls var. mlxogenes; el alginato 

producido por Azobacter vlneland11, el cual es un estabillzante de 

emulsiones, gellflcante, estabillzante de espumas y espesante; (46} el 

PS-7 producido por Beljer lnckla 1ndlca, el cual presenta mayor poder 

espesante que la goma xantana. (46) El pululano es otro polisacárido 

interesante, ya que con él se pueden formar peliculas protectoras de 

allmentos, estas pellculas son impermeables al oxigeno por lo que 

pueden prevenir la oxidación tanto de allmentos como de productos 

farmacéuticos, este polisacárido es producido por Aureobasldlum 

pullulans. (42) El escleroglucan es secretado por Sclerotlum sp el cual 

se utiliza como gellflcante, espesante, establlizante de suspensiones, 

en pellculas protectoras de semillas, entre otros. (4) (15) 

A pesar de la gran var !edad de pro pi edades que pre sen tan los 

pollmeros microbianos antes mencionados ninguno de ellos ha sido 

producido en gran escala comercial. En la actualidad los únicos 

polisacáridos microbianos que han alcanzado y mantenido una producción 

a escala comercial es la goma xantana, polisacárido producido por la 

bacteria Xantomona campestrls y el dextrano. (4)(15) 

Otros pollsacárldos que constituyen un grupo de pol lsacáridos 

económicamente interesantes son los succinoglucanos prodt;cldos por 

bacterias tales como Agrobacter lum, Alcal lgenes y Rhlzoblum. En 

solución acuosa, los succinoglucanos exhiben propiedades tales como 

espesante, estabillzante de suspensiones y emulsificante. (18) 

!. 6, 2 POLISACARIDOS PRODUCIDOS POR RhlzobJum meJ llotJ 

Como se mencionó en la página 11 los Rhlzoblum tambien excretan 

exopollsacáridos los cuales tienen una función importante en el 

momento en que la bacteria infecta las ralees de la pla~lta. Otras 

investigaciones mencionan que los exopolisacáridos son segragados por 

el Rhlzoblum tanto para defenderse del medio ambiente que los rodea, 

como para atrapar ciertos nutrientes. Los exopollsacárldos excretados 

no se encuentran adheridos a la superficie de la célula. 

Estudios realizados con diferentes especies de Rhlzoblum mel 1lot1 

mencionan que los pollsacáridos extracelulares de estas bacterias 

están compuestos por glucosa, galactosa y ácido glucor6nico en 

porcentajes que varian de 82 a 86 1 13 a 16 y . O. 4 a 1. 2 

respectivamente. (2) 



Otras lnvestlgaclones dan como resul lados que algunas especies de 

Rhlzoblum melllotl producen tres exopollsacárldos diferentes, tales 

como, curdlan, succlnoglucan y 13(1-2)-glucan. Las estructuras de los 

exopollsacáridos antes mencionados se muestran a cont1nuac16n: { 18) {ZO) 

IZ3)(31). 

---ll-D-Glc-( 1-3)-¡J-D-Glc-( 1-3 )-¡J-D-Glc---

CURDLAN 

-4l-ll-D-Glc-(1-4 l-13-D-Glc-( 1-3)-¡J-D-Gal-(1-4)-¡3-D-Glc-(1-
6 

1 
1 

ll-D-Glc-( 1-3 )-¡J-D-Glc- ( 1-3)-¡3-D-Glc-( 1-6 J-ll-D-Gcl 
4 6, 

e(" /o 
H3c"C'cooH 

SUCCINOGLUCAN 

---¡J-D-Glc-( 1-Z )-¡J-D-Glc-( 1-Zl-ll-D-Glc---

Glc: Glucosa 

Gal: Galactosa 

llll-2)-GLUCAN 

CURDLAN: es un polisacárido insoluble en agua fria, el cual 

presenta la caracteristlca de formar un gel con calentamiento cercano 

a los 54°C. La firmeza del gel depende de la temperatura aplicada, 

mostrando que la resistencia es casi constante entre los 60 y 80°C, 

incrementándose entre 80 y tooºc. (23} {35) 

SUCCINOGLUCAN: es un heteropoUsacárido soluble en agua, las 

suspensiones que forma exhiben propiedades funcionales de espesante, y 

emulsificante. Estudios reol6gicos del medio de cultivo que contiene 

este exopolisacárido mostraron que las suspensiones se comportan de 

acuerdo a la ecuación general de Hershel-Buckley T = To + k'l". {18) (46) 

(45) 

fJ(l-2)-GLUCAN es un polisacárido con el que no se han realizado 

estudios para su posible aplicación en la industria. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar el comportamiento cinético de cepas de RhizobJum 

melJlotl para obtener un 1noculante (blomasa) y para la producción de 

exopol1sacárldo (goma), al optimizar su medio de cul tlvo. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1.- Aislamiento de cepas de Rhlzoblum melllotl de diferentes lugares. 

2. - Seleccionar las cepas de Rhlzoblum mel 1lat1 que posean cualidades 

para ser empleadas como lnoculante en los sembradlos de alf.dfa y las 

cepas con buena capacidad productora de exopollsacárldo. 

3. - Optlmlzac16n de las condiciones nutrlclonales para la producc16n 

del inoculante y del exopolisacárldo en un cultivo por lote. 

4. - Establecimiento de las condiciones óptimas de crecimiento de 

Rhlzoblum melllotl, para la producción de lnoculante y para la 

producc16n de exopollsacárldo en cuanto a pH, temperatura, velocidad de 

agitación y aireación en un cul tlvo por lote. 
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CAPITULO 2 

MATERIALES Y METODOS 



CUADRO METODOLOGICO 
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2. l. AISLAMIENTO DE CEPAS 

2. l. l. ORIGEN DE LAS CEPAS 

Se aislaron tres cepas de Rhlzoblum, dos procedentes de nódulos 

de ralees de alfalfa de diferentes reglones del pals (Teotlhuacan Edo. 

Méx. y Zacatlán Puebla) y la tercer cepa fue aislada de los nódulos de 

la ralz de plantas de alfalfa nacidas de una semilla inoculada 

comercialmente con la que se contaba en el laboratorio. 

2. l. 2. PROCEDIMIENTO 

El aislamiento de Rhlzoblum a partir de ralees nóduladas se 

reallz6 de la siguiente manera: 

a) Se extrajo la planta de alfalfa con todo y raiz. 

b) Se transportó al laboratorio en algodón húmedo. 

e) Se lavó la ralz con agua y se desinfectaron externamente los nódulos 

con una solución de cloro al sr. 
d) Se seleccionaron los nódulos de mayor tamaf\o y coloraclór· rojiza. 

e) Se abrió el n6dulo y se sembró el contenido sobre placas de agar -

extracto de levadura - mani tol y rojo congo. (Apéndice 1) 

f) Se incubó a 30°C, durante 24 horas aproximadamente. 

g) Se purificaron las colonias gomosas. (48) 

2. 2 !DENTIFICACION DE LAS CEPAS 

La identificación primaria o caracterización de las cepas de 

aisladas, se realizó por las siguientes pruebas: (12)(31)(33)(48) 

a) Caracteristlcas de las colonias en medio sólido. (medio basal para 

Rhlzoblum). (37) 

b) Tlnción de Gram. (Apéndice 2) 

c) Prueba de motilidad por el método de la gota suspendida. (Apéndice 3) 

d) Crecimiento en leche tornasolada a 30°C por 6 semanas. (Apéndice 4) 

Las bacterias de Rhlzoblum me11lot1 aisladas, fueron denominadas 

de acuerdo a su lugar de origen teniéndose asi la cepa Teotlhuacan, la 

cepa Zacatlán y la cepa Laboratorio, la cual se obtuvo de la semilla 

inoculada comercialmente. 
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2, 3 PRUEBA DE 1 NFECTI V !DAD EN PLANTAS 

Se realizaron pruebas de lnfecllvldad de las tres cepas aisladas 

de Rhlzoblum melllotl en semlllas de alfalfa para lo cual se 

prepararon inoculantes colocando colonias puras con una asa de platino 

en medio de cultivo liquido. Los cultivos se crecieron a 30°C y 200 

rpm de agitación durante 72 horas. 

Las semillas de alfalfa se rociaron uniformemente con cada uno de 

los lnoculantes y se sembraron en tierra previamente esterilizada, 

cuyo pH fué de 7. z! O. l. Para comparar la efectividad de cada 

lnoculante se sembraron semillas de alfalfa como patrón de refcrencta 

las cuales no se inocularon. En este caso se evaluó el número de 

nódulos por planta y el follaje de la misma. 

2. 4 DISERO DEL MEDIO DE CULTIVO 

En este trabajo se estableció que la cantidad de r:élulas de 

Rhlzoblum me111ot1 a obtener serla de 15 g/l. Los sustratos utilizados 

fueron glicerol, manitol y sacarosa, los cuales presentan eficiencias 

de 0.75, 0.5 y 0.5 respectivamente. (1)(39)(44) 

El medio de cultivo diseñado para la obtención de 15 gramos de 

células por litro, se basó en los requerimentos nutriclonales máximos, 

medios y mlnimos, de la composición elemental de las bacterias y 

en la sugerencia que Vincent (48) dá para el cultivo de Rhlzoblum. En 

la tabla 2 se presenta el medio de cultivo diseñado y los diferentes 

niveles de variación de cada uno de los nutrientes. 

El calcio no se consideró en el cálculo del medio de cultivo ya 

que Vlncent(48) observó que la adición de pequeñas cantidades de calcio 

(O. 001 a O. 016X Ca • 2
) frena el desarrollo de colonias de Rhlzoblum 

melllotl. 

Los niveles de variación de pH y temperatura se establecieron en 

función del rango reportado para el crecimiento del 

Rhlzoblum. (15}(31 )(48}) La velocidad de agitación se tomó en base a la 

capacidad de funcionamiento del fermentador (minimo 100 rpm, máximo 

600rpm). Referente a las fermentaciones a nivel matraz se consideró 

una velocidad de agitación de 200 rpm dado que A. Rhodes (4G) sugulere 

que una fermentación a nivel matraz con agitación mec#.nlca, sea 

realizada a velocidad próxima 220 rpm. 
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TABLA 2. - MEDIO DE CULTIVO DISE~ADO PARA LA OPTIMI2ACION DcL 

CRECIMIENTO Y OBTENCION DE EXOPOLISACARIDOS DE CEPAS AISLADAS DE 

Rhlzoblum mel 1lot1 

sustrato Máximo Medio 

gil gil 

K2HP04 2. 542 2.108 

Mg504. 71120 l. 153 o. 691 

NaCl 0.381 o. 305 

FeClJ, 6H2D 0.145 o. 079 

Extracto levadura 3.125 2.812 

y como fuente de carbono cualquiera de los 

Manito! 

Sacarosa 

Glicerol 

40.0 

40.0 

30.0 

30.0 

30.0 

20.0 

Min~mo 

gil 

1. seo 
0.152 

0.190 

o. 014 

2. sao 
slgulentes: 

20.0 

20.0 

10. e 

TABLA 3. -VARIACIONES DE LOS FACTORES FISICOS PARA LA OPTIMI2ACION DEL 

CRECIMIENTO Y OBTENCION DE EXOPOLISACARiDO DE CEPAS DE Rhlzoblum. 

pH 

Temperatura(°C) 

Agltacl6n(rpm) 

2. 5 CINETICA CONIBOL 

7.5 

32.0 

500 

7.0 

30.0 

300 

6.5 

28.0 

200 

Se llevó a cabo una cinética de crecimiento como "control" con ta 

cepa Laboratorio para obtener el tiempo de duración de- la fase 

logaritmlca el cual fue utilizado para mantener constante la 

concentrac16n de células que sirvieron de inóculo para posteriores 

variaciones de nutrientes en la optimlzac16n. Esta cinética fué 

realizada en matraz Erlenmeyer, utilizando el medio de cultivo 

calculado como máximo utilizando manltol como fuente de carbono y 

manteniendo el pH de 7. o. la temperatura a 30°C y la velocidad de 

agitación de 200 rpm. El creclmlento celular fué medido mediante peso 

seco y absorbancia; debido a que algunas lecturas de e..'->sorbancla 

rebasaban el rango máximo de lectura del espectofot6·netro fué 

necesario realizar diluciones consecutivas del medio de cul '~lvo antes 

de la toma de lectura. 
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2. 5 SELECCION DE LA MEJOR CEPA 

Se rea11zaron clnétlcas con cada una de las cepas aisladas, 

variando la fuente de carbono (glicerol, sacarosa, y manltol), en el 

medlo de cultivo calculado para requerlmlentos máximos a pH 7, 

temperatura 30°c y 200 rpm con el fln de seleccionar de entre las tres 

cepas, aquella con la que se obtuviera la mayor cantidad de blomasa 

para la preparación del lnoculante, se evaluaron concentraclón 

celular, velocidad especlflca de creclmlento, tiempo de dupllcaclOn 

celular y cantidad de exopollsacárldo producido. En está fase 

experimental también se selecclon6 la fuente de carbono a ut.lllzar con 

cada una de las cepas. El creclmlento celular fue medido mediante 

absorbancla. 

La cantidad de exopollsacárldo -producido se evaluó mediante su 

preclpltación con diferentes alcoholes los cuales fueron: metanol 

(MEOH)¡ etanol (ETOH)¡ e lsopropanol (ISOP). Las diferentes relaciones 

de medio de cultivo: alcohol fueron ensayadas y establecidas 

conslderándo el volumen suficiente para la preclpltac16n total del 

exopollsacárldo. La tabla 4 muestra las relaciones de volumen medio de 

cultivo/volumen de alcohol utilizadas para las diferentes cepa5, 

crecidas en diferentes fuentes de carbono. Los análisis eF.tadlsticos 

utilizados en estas pruebas fueron un análisis factorial y Jna prueba 

Tukey con una P<O. OS. ( 13) (30} 

TABLA 4. - RELACIONES CULTIVO 

PRECIPITACION DE EXOPOL!SACARIDOS. 

TEOTIHUACAN ZACATLAN 

MEOH ETOH ISOP MEOH ETOH 

H 1: 4 1: 2 ¡, 2 1:8 1:4 

s 1: 4 1:2 1:2 1:8 1:4 

G 1: 4 1:2 1:2 1:8 1:4 

M: Manltol MEOH: Hetanol 

S: Sacarosa ETOH: etanol 

G: Glicerol ISOP: lsopropanol 
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ALCOHOL UTILIZADOS EN . LA 

LABORATORIO 

!SOP MEOH ETOH ISOP 

1:2 1: 10 1: 4 1: 2 

1:2 1: 10 1;4 1:2 

1:2 !: 10 1: 4 1:2 



2. 6 OPTIMIZACION DE LOS FACTORES QUIHICOS DEL MEDIO DE CULTIVO DE 

Rhlzoblum meJJlotl PARA OBTENCION DEL INOCUl.ANTE Y EXOPOLISACARllJO 

Se llevaron a cabo clnétlcas de crec1mlento en matraces Erlell

meyer de 500 ml conteniendo 130 ml de medio calculado manteniendo 

constantes todas· los nutrientes. excepto el nutriente en variación. 

El medio de cul tlvo se lnocu16 con un lOX respecto al volumen 

total del medio, según preparación de inoculo en la cl.nétlca control. 

Las concentracl.ones del nutriente en variación fueron las marcadas 

como máxl.mo, medio y mlnlmo en la tabla 1, se mantuvieron constantes 

el pH de 7. O, temperatura 30 C y 200 rpm. Estas cinéticas se 

realizaron por duplicado. El creclmlento celular fue medido por 

absorbancla. 

En la optlmlzacl.ón de los nutrientes para obtener el inoculante 

se tomó como base la mayor concentración celular, la mayor velocidad 

especifica de crecimiento y el menor tiempo de duplicación celular. 

Para la obtención de exopollsacé.r !do se opt1rnlz6 en función de la 

mayor concentración del polimero producido. 

La optimización en ambos casos se realizó nutr lente por nutriente 

aplicandose un ané.llsls de varianza para cada uno y prueba tukey 

[P<0.05) (13)(30) a las diferentes variaciones. Los nutrientes fueron 

variados de acuerdo al orden mostrado en la tabla 2, excepto la 

concentración de la fuente de carbono la cual se varió antes que la 

· fuente de nitrógeno (extracto de levadura). Una vez optlmlzado el 

nutriente en variación, se tomó en cuenta la concentración óptima para 

la variación del siguiente nutriente. 

Z. 7 OPTIHIZACION DE LOS FACTORES FISICOS PARA OBTENCION DE INOCULANTE 

Y PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS 

Para la optimización de los factores fisicos de crecimiento, se 

realizaron cinéticas de crecimiento con el medio de cultivo óptimo 

donde se varió pH, temperatura y agitación. No se varió el flujo de 

aire introducido, ya qut.• con la compresora con que se contaba no fué 

posible controlarlo. 
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Las cinéticas reallzadas en esta etapa de experimentación se 

llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 130 ml de 

medio optimizado tanto para producción de biomasa (1noculante), como 

para la producción de exopoUsacárldo, variando en cada cinética 

diferentes concentraciones de iones hidrógeno {pH), (6. 5, 7. O, 7. 5). 

Oespué se varió la temperatura entre 28, 30 y 32 ºc. La optimización 

de la velocidad de agitación se llevó a cabo con los nutrientes 

optimizados, temperatura y pH óptimos a nivel de fermentador. Las 

velocidades variadas fueron 200, 300 y 500 rpm. Los matraces y el 

fermentador se inocularon con un lOY. del volumen total empleado, según 

preparación de inóculo en la cinética control. El crecimiento celular 

se midió mediante absorbancia. 

La optimización del los factores flsicos de crecimiento también 

se realizó de uno en uno, considerando los mismos criterios y midiendo 

las mismas variables de respuesta que para la optimización de los 

nutrientes, asi como el análisis de varlanza y prueba Tukey 

[P<0.051. (13)(30) 

En la optimización del medio de cultivo {factores nutricionales y 

fisicos) para obtención de inoculante las cinéticas de crecimiento se 

realizaron hasta la fase de aceleración negativa, ya que durante la 

fase logaritmica se obtiene el máximo crecimiento celular. Durante la 

optimización del medio de cultivo para obtener exopolisacárido el 

crecimiento del microorganismo se realizó hasta la fase de destrucción 

acelerada, ya que el Rhlzoblum produce la mayor cantidad de 

exopollsacárido durante la fase estacionarla. 

Z. 9 CINETlCAS DE CRECIHIEIHO EN FERMENTADOR DE 14 LTS 

Una vez optimizado el medio de cultivo en cuanto a los factores 

fisicos y quimicos que afectan al crecimiento microbiano y producción 

de exopollsacáridos, se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento y 

producción a nivel de fermentador de 14 lts con algunos controles 

automáticos. 

El ·fermentador se utilizó al 60X de su capacidad inoculándose con 

un lOX de ln6culo respecto al volumen total del medio. Tecminada la 

fermentación para ambos casos se procedió a determinar algunos 

parámetros como: carbohidratos residuales, peso seco del 

microorganismo, cantidad de exopollsacárldo producido y cuantificación 

de biomasa viva utilizando el conteo de UFC. (Apéndice 5) 
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2. 9 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR 

La cuantlflcaclón del crecimiento celular se puede realizar 

mediante varios métodos, entre ellos se distinguen los que miden <!l 

número total de individuos de una población, tantos vivos como 

muertos, y los que miden solo el número de los organismos viables, en 

este caso el recuento se real iza sembrado en placa de un medio 

apropiado, una porción de suspensión celular diluida o de un cultivo 

contando el nümero de unidades formadoras de colonias CUFC) después de 

un periodo de lncubaclón. Se sabe que cada una de estas colonias se 

originan de un solo microorganismo, de modo tal que por el número de 

colonias que aparezcan, se puede calcular el número de organismos 

viables que hay en la suspensión o cultivo original. Los recuentos 

totales se pueden determinar por observación directa contando el 

número de organismos en una porción, utilizando el portaobjetos. Con 

frecuencia se utiliza el peso seco de los microorganismos como medida 

de su número total y se relacionan con las medidas que se obtienen a 

través del cá.lculo de crecimiento microbiano por turbldim!ltria, por 

medio de una curva patrón. La turbldlmetria se basa en el efecto que 

un compuesto presenta, en un cultivo liquido, el cual es medido por un 

incremento o decremento de la turbidez asociada con la velocidad de 

crecimiento o el crecimiento total de los microorganismos. Una 

cantidad de medio liquido se distribuye en una serle de tubos o 

matraces, los cuales son inoculadós con una pequef'i.a y constante 

cantidad de un cultivo vigoroso de los microorganismos de prueb&, 

después se incuban a temperatura constante y se van realizando las 

determinaciones por un periodo determinado de tiempo. La turbidez se 

puede determinar visualmente, sin embargo en esas determinaciones se 

emplea un espectofotOmetro con filtro de difracción a una determinada 

longitud de onda de luz visible. La longitud de onda se determina por 

el color Jel medio, asi que en esa longitud de onda el color del medio 

tendrá pequeño efecto en la medida. Existen también métodos indirectos 

para la cuantificación del crecimiento celular, esto es mediante la 

medición de algún compuesto qulmico de los microorganismos, de un 

producto metabólico que sea excretado al liquido de cul tlvo o mediante 

el consumo de algún nutriente del medio de cultivo. (11)(41)(49). 
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2. 10 DETERMINACION DE CARBOHIDRATO RESIDUAL 

La determlnac16n del carbohidrato residual para las 

fermentaciones de las cepas Teot1huacan y Laboratorio. se evaluó 

mediante el método colorlmetrlco Nelson-Somogyl para azúcares 

reductores con previa hldr611sls de la sacarosa mediante la enzima 

lnvertasa; también se utilizó el método colorlmetrlco fenal 

sulfúrico, el cual es aplicable a monosacárldos, disacáridos y 

polisacáridos. (17) (36). (Apéndice 6) 

2.11 CUANT!F!CACION DE EXOPOL!SACARIDO 

La cuant1f1cac16n de exopollsacárldo se r_;al1z6 mediante su 

extracción del medio de cultivo, ·utilizando diferentes alccholes como 

agentes precipitantes, con previa separación de las célula.s mediante 

d1luc16n y centrlfugaclón. Ei exopolisacárldo una vez precipitado se 

centr1fug6 a 5, OOOrpm por 15 m1nutos, separándose del sobrenadan te y 

secfmdose a S0°C por 6 horas. Se dcc1d16 real1zar la prec1p1tac16n con 

alcoholes de bajo peso molecular y solubles en agua deb1do a que 

el1m1nan del polisacárido impurezas, tales como pigmentos y sales. 

(42) (46) 



CAPITULO 3 

RESULTADOS Y DISCUSION 



3. 1 AISLAMIENTO DE LAS CEPAS 

Se aislaron 3 cepas provenientes de nódulos de plantas de alfalfa 

(Hedlcago satlva) de diferentes zonas: una proviene de Zacatlán 

Puebla; otra de Teotlhuacan estado de México, y la terce_ra proviene de 

una semilla inoculada comercialmente. Las plantas presentaban 

diferentes tipos de nódulos, unos eran grandes y rojos, otros de color 

blanquecino o verdosos. 

3. 2 IDENTIFICACION DE LAS CEPAS 

A las cepas aisladas se les practicaron las pruebas primarias de 

ldentlflcación, mencionadas con anterioridad, obteniéndose los 

resultados mostrados en la tabla S. 

TABLA S.- RESULTADOS DE IDENTIFICACION DE CEPAS DE Rhlzablum mellJatl. 

TEOTIHUACAN ZACATLAN LABORATORIO 

ODSERV, DE GOMOSAS Y GOMOSAS Y GOMOSAS y 

COLONIAS BLANQUEC 1 NAS BLANQUEC 1 NAS BLAHQl EC INAS 

TINCIÓN CRAH - ORAH - GRAH -
·cnAM 

MOTILIDAD POSITIVA POSITIVA POSITIVA 

LECHE F'ERKENTAC ION DE F'ERHENTACION DE F'ERHENTACION DE 
TORNASOL LACTOSA, REACCIOH LACTOSA, REACCION LACTOSA, REACCIOH 

ACIDA, SIN CAS ACJDA, SIN CAS ACIDA, SIN CAS 

3.3 PRUEBAS DE INFECTIVIDAD O NODULACION DE Rhlzablum melllatl EN 

PLANTAS DE ALFALFA. 

Las pruebas de lnfectlvidad del Rhlzoblum melllotl se reallzaron 

con el fin de determinar si presentaba la capacidad de nodular plantas 

de alfalfa, al ser aplicado como inoculante, en sus semillas. 

El tipo de semilla empleada fué la conoclda como Valenciana, la 

cual es la má.s comunmente comercializada y sembrada. Los resultados 

obtenidos fueron los siguientes: 

Ja 



TABLA 6. - RESULTADOS DE INFECTIVIDAD DE CEPAS AISLADAS DE Rhlzoblum. 

CARACTERIST!CAS CARACTERIST!CAS NUMERO NUMERO 

DE SEMILLA DE LA PLANTA NODULOS NODULOS 

EFECTIVOS 

Sin inocular Poco follaje o 6-
color verdoso 

Inoculada Abundante follaje 15 1li 

comercialmente color verde 

Inoculada abundante follaje 22 18 

cepa Laboratorio color muy verde 

Inoculada follaje semlabundante 19 9 

cepa Zaca tlán color verde 

Inoculada poco follaje 13 5 

cepa Teotlhuacan color amarillento 
·-

Como se observa la cepa más efectiva fué la Laboratorio. debido a 

que fué la que presentó mayor número de nódulos efectivos. 

3. 4 CINETICA CONTROL 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7 y figura t. 

TABLA 7.- DURACION DE LAS FASES DE CRECIMIENTO DE Rhlzoblum melllotl 
cepa Laboratorio 

--
Fase de crecimiento Duración (horas) 

-

Lag O a 8 

Logaritmlca 8 a 52 

Estacionarla S2 a 167 

En los datos anteriores vemos que la fase logaritmlca se 

encuentra entre las 8 y 52 horas de crecimiento. Se consideró siempre 

la fase logaritmlca tardla para la obtención del lnóct.ilo 1 ya que en 

ese momento se tiene la máxima producción de células. 

Como se observa en la figura 1 el crecimiento medido mediante 

absorbancla continua aún después de las 52 horas, lo cual fue 

atribuido a que la producción de exopollsacárido interfh-:re en la 

lectura durante la fase estacionarla,. sin embargo con ambos métodos !::e 

llega al mismo tiempo a la fase de destrucción acelerada. 
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3. 5 SELECCION DE LA MEJOR CEPA 

Los tiempos de dupllcac16n, asi como las velocidades de 

crecimiento de las flferentes cepas crecidas en diferentes fuentes de 

carbono se muestran en la tabla B. En las figuras 2, 3 y 4 se muestras 

las ~ráf leas de crecimiento. 

TABLA 8. - VELOCIDAD DE CRECIHIENTO Y TIEMPOS DE DUPLICACION DE 

CINETICAS DE CRECIHIENTO DE LAS CEPAS EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO 

TEOTI HU A CAN ZACATLAN LABORATORIO 

M s G M s G M s G 

µ 0.067 o. 066 0.062 0.070 0.069 0.038 0.107 0.092 0.072 

td 10.36 10.60 11. 09 10.08 10.16 13.68 6.42· 7.88 9.48 

·a b e d e f g h 1 

•Letras diferentes denotan diferencias slgnlflcativas. 

M: Manltol µ: Velocidad especifica de crecimiento (h -i). 

S: Sacarosa td: Tiempo de dupllcaclón (h). 

G: Glicerol 

Para la cuant1flcac16n del exopollsacárldo {g/l) se realizó su 

separación del medio de cultivo, utilizando alcoholes como ·agentes 

preclpi tan tes en diferentes proporciones con respecto al volumen del 

caldo de cultivo. Cabe hacer mención que esta preclp1tac16n llevaba 

consigo las células del microorganismo. Los resultados obtenidos de 

estas cinéticas se muestran en la tabla 9. 
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TABLA 9. - CUANTIFICAC!ON DEL EXDPOLISACARIOO PRODUCIDO (g/l) POR LAS 

CEPAS EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO. 

TEOTI HU A CAN ZACATLAN LABORA TOR 10 

MEOH ETOH !SOP MEOH ETOH ISOP MEOH ETOH 

v/v '" ... 1'2 1; 8 1:4 1: 2 1: \O '" 
M 8.3 10.0 10.4 9. 3 11. 2 11.0 5.9 9.:0 

a b e d e f g g 

5 2.7 11. 2 11.4 3.0 8. 5 7.0 5.8 6. t 
h 1 J k l m g g 

G 9.o· 9,8 7.2 ~ 8.8 6.8 7.1 8.8 
n o p 1 m g g 

• letras diferentes denotan diferencia slgn1flcatlva. 

H: manitol 

5: sacarosa 

G: glicerol 

MEOH: metano 1 

ETOH: etanol 

ISO?: lsopropanol 

#: no se alcanzó a preclpl tar 

!SOP 

"2 

6. 7 
g 

6. 5 
g 

s.2 
g 

v/v: relación de alcohol con respecto al caldo de cultivo (ml/ml). 

La cepa Laboratorio fue la que se sclecclon6 para obtención del 

lnoculante, utilizando como fuente de carbono manltol, debido a q11e 

presentó la mayor concentración celular y el menor tiempo de 

dupllcaclón, además los Rhlzobium crecidos en manltol presentan mayor 

lnfectl.vldad provocando la aparición de nódulos fijadores de nitrógeno 

en las plantas que infectan. (27) 

Pará producci6n de exopollsacárido la cepa seleccionada fué la 

Teotihuacan creciendo en sacarosa como fuente de carbono, ya que es la 

cepa que mayor cantidad de exopolisacárido proporciona; ad~más dicho 

polimero presenta caracteristicas de gel en medio sólido y en medio 

liquido, propiciando con ello un alto grado de espesamiento al mismo. 

Esto nos hace inferir sobre la funcionalidad que puede tener dicho 

polimero, que es la de espesamiento y establlizante de suspensiones. 

En términos generales los mejores agentes precipitantes fueron 

etanol e isopropanol. De ambos, se seleccionó el isopropanol debido a 

que con éste se obtiene mayor cantidad de exopollsacárido, 

requlriendose menor relación de volumen; además la FDA permite la 

utilización de lsopropanol como agente precipitante de polisacáridos 

microbianos,. para la utilización en alimentos. 
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Dado que el ensayo de precipi tac16n de exopol1sacár1do reportado 

en la tabla 9, se llevo a cabo con células, se procedió 3. realizar 

ensayos de eliminación celular por centrifugación. Para el lo se tomó 

como referencia tiempo y velocidad reportados, (18) (45) realizando 

pruebas de separación celular, hasta obtener la pastilla celular 

completa y finalmente la separación del exopolisacárido de las 

·células. En la tabla 10 se presentan las velocidades que se variaron 

para tal propósito. 

TABLA 10. - VARIACION DE VELOCIDADES DE CENTRIFUGACION PARA LA 

SEPARACION TOTAL CELULAR. 

Velocidad ( rpm) Tiempo(min) Apariencia del caldo 

5,000 15 sin separación celular 

12.000 10 separación celular parcial 

17,000 20 separación celular parcial 

17,000 40 separación celular parcial 

17,000 60 separación total celular 

17,000 80 separación total celular 

Al obtener la separación total de las células a 17, 000 rpm por 60 

minutos, se decidió facilitar esta operación diluyendo la muestra del 

caldo de cultivo con agua en relación 1: 1 v/v. Con esto se logró 

reducir la velocidad a 15, 000 rpm por 40 minutos, con separación total 

de las células. 

La separación celular se realizó por este método con el fin de no 

modificar la estructura del exopollsacárido o de contaminarlo con 

células o sales. 

Una vez reaallzado el experimento de eliminación celular se 

procedió a precipitar el exopollsacárido producido por la ce¡::.a 

Teotlhuacan crecida en sacarosa como fuente de carbono, 'Jbteniendo 

11. 39g/l. 

Las precipitaciones posteriores (para la optimización del medio 

de cultlvo)se realizaron con previa eliminación celular, de modo tal 

que no influyera en la cuantificación del exopolisacárido. 
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3. 6 OPTIMIZACION DE LOS FACTORES QUIMICOS Y FISICOS DEL MEDIO DE 

CULTIVO DE RhlzobJum melllotl PARA PRODUCCION DE BIDMASA (INOC\JLANTE) 

Y PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDO. 

En la opt1mizac16n del medio de cultivo para la obt-?ncl6~ del 

lnoculante se tomó como base el tiempo de duplicación, a~i como el 

análisis de varianza y prueba Tukey (P<O. 05) realizados para cada una 

de las variaciones de los nutrientes. Cuando no se encontró diferencia 

significativa se tomó como óptima la concentración menor del nutriente 

en variación, ya que al considerar una concentración menor se bajan 

los costos para producir el lnoculante, también es preferible tener 

una menor . cantidad de so lutos ya que se tendrá menor presión osmótica 

y con ello se evl ta la plasmóllsls de las células. (42) Estudios 

realizados por Tyler (47) han demostrado que la producción del 

f)C1-2)glucan se incrementa, al tener en el medio de cultivo bajas 

concentraciones de sales; este exopoUsacá.rido tiene un papel 

importante en el ingreso del Rhlzoblum melllotl en la raiz de alfalfa 

y en la formación de nódulos. (32) Por el contrario al existir 

diferencia significativa se estableció como óptima la concentración 

que proporcionó el menor tiempo de duplicación. 

Los resultados cinéticos para la obtención del inoculante se 

presentan en la tabla 11, 12 y figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 13. 
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FIGURA 12 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA LABORATORIO 

VARIACION DE TEMPERATURA 

ABSORBANCIA eoonm 
7.---~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

6 

5 

3 

2 

5 10 15 20 
TIEMPO (HORAS) 

25 

- 2a e -+- 30 e ~ 32 e -a- 34 e 

280 m:0.17Bh·1 td:3.93h 
300 m:0.244h-1 td:2.BOh 
320 m:O. 185h-1 ld:3. 72h 

30 35 



81 

FIGURA 13 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA LABORATORIO 

VARIACION DE LA VELOCIDAD DE AGITACION 

ABSORBANCIA BOOnm 
10~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~---, 
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TABLA 11. - VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO V TIEMPO DE DUPL!CAC!ON 

AL VARIAR LA CONCENTRACION DE LOS NUTRIENTES DEL MEDIO DE CULTIVO PARA 

LA OBTENCION DE INOCULANTE. 

KzHP04 2. 542g/l 2. 108g/l !. 800g/l 

µ(h-1) 0.107 0.141 0.108 

td(h) 6.42 4. 87 6.40 

a b a 

MgSO• l. 153g/l o. 691g/l 0.152g/l 

µ(h-1) o. 141 0.114 0.109 

td(h) 4. 87 6.07 6.32 

a b e 

NaCl O. 381g/l o. 305g/l 0.190g/l 

µ(h-1) 0.141 0.140 0.123 

td(h) 4.87 4.91 5. 58 

a a b 

FeCl3 0.145g/l o. 079g/l o. 014g/l 
µ(h-1) 0.141 0.146 0.142 

td(h) 4.8º7 4.72 4.86 

a a a 

MANITOL 40g/l 30g/l 20g/l 

µCh-1 ) 0.192 0.146 ú.108 

td(h) 6.34 4.72 6. 62 

a b a 

EXT.LEV. 3.125g/l 2. 812g/l 2. SOOg/l 
µ(h-1) 0.214 0.197 0.209 

td(h) 3.22 3.51 3.30 

a a a 

•1etras diferentes denotan diferencia slgnlflcatlva. 
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TABLA 12. - VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y TIEMPOS DE 

DUPLICAC!ON AL V/\Rl/\R LOS FACTORES F!SICOS DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO 

DE CULTIVO P/\RA OBTENC!ON DE INOCULANTE. 

pH 6.5 7.0 7.5 

µ(h-1) 0.235 0.246 o. 245 

td(h) 2. 94 2.80 2.82 
a b b 

1º 28 30 ·32 34 

µ(h-1) 0.178 o. 244 0.185 0.107 

td(h) 3.93 2.80 3. 72 6.42 
a b a e 

rpm zoo 300 500 

µ(h-1) 0.246 0.263 o. 378 

td(h) 2.80 2.63 l. 83 
a a b 

• letras diferentes denotan diferencia slgnlflcatlva. 

Al existir diferencia slgnlflcatlva entre los tiempos de 

dup11cac16n al variar la concentración del nutriente K2HP04, r.c 

dec1d16 trabajar con la concentrac16n de z. t08g/l ya que es con la que 

se presenta el menor tiempo de duplicacl6n. 

Para la variación de MgS04, al existir d1ferenc1a slgnlflcaUva 

entre las concentraciones y teniendo que la concentrac16n de 1. 151gt'l 

es la que presentó el menor tiempo de dupl1cac16n, se decidió tener 

como óptima esa concentración. 

Al variar las concentraciones de NaCl se observa que no ex1ste 

diferencia slgnlflcatlva entre las concentracl.ones O. 381g/l y O. 305g/l, 

pero si con respecto a la concentración de O. 190g/l, por lo que se 

tomó la concentración de o. 30Sg/l como la óptl.ma. 

Para las variaciones de la concentración de FeCl:J no ex.lstl.6 

diferencia signifl.catlva, por lo cual se tomó la concentracl.ón menor. 

En la varlnci6n de extracto de levadura, tampoco exl.stló 

diferencia slgnificatl.va por lo que se tom6 la concentración menor, ya 

que al adicionar gran cantidad de nl.tr6geno al medio de cultl.vo que se 

destine para inoculante, se producirá menor número de nódulos 

fijadores de nitrógeno, debl.do a que la presencia de nl.tr6g~!1lO en gran 

cantidad causa lnhibl.cl6n de la enzima nl.trogenasa. (7) 
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En la variación de la concentración de manitol existe diferenc:.a 

significativa únicamente con la concentración de 30g/l, dando con esta 

concentración el menor tiempo de duplicación, por lo cual se tomó esa 

concentración como la óptima. 

Como se observa existe diferencia significativa en los tiempos de 

duplicación al variar el pH del medio de cultivo, pero aún asi la 

concentración celular es similar por lo que esle 1noculante se podrta 

utilizar tanto para tierras semiácidas o semibá.sicas. El Rhlzoblum 

mel1lot1 se caracteriza por crecer en amplio rango de pH, s1endo esta 

una caracterlstlca que facilita su aislamiento y purificación. El pH 

seleccionado fue de 7 debido a que con el se presentó el menor tiempo 

de duplicación y la mayor velocidad especifica de crecimiento. 

En cuanto a la temperatura se observó que existe diferencia 

significativa, por lo que se seleccionó la de 30°C. Debido a que la 

conccntrac16n ce\\1\ar es similar para estas temperaturas, el inoculante 

se podria utilizar en regiones templadas y semicálldas. 

El menor tiempo de duplicación que se tiene es con la velocidad 

de agitación de 500 rpm, debido probablemente a que se tiene mayor 

contacto de las bacterias con los nutrientes y por la mayor 

transferencia de oxigeno. 

Según reportes de la literatura consultada (8) se tiene que el 

tiempo de generación de Rhlzobium mel1Jot1, en condiciones óptimas es 

de t. 8 horas, por lo que comparándolo con el tiempo de dupllcación que 

obtuvimos al optimizar el medio de cultivo y las condiciones fisicas, 

estos son prácticamente los mismos. 

Al optimizar el medio de cultivo se obtuvo una mejora en el 

tiempo de duplicación de 4. 6 horas, ya que el tl.empo inicial era de 

6. 42 horas y el tiempo final de 1. 83 horas. 

En el caso de la optimización del medio de cultivo para obtención 

de exopollsacé.rido, debido a que casi siempre existió diferencia 

significativa en los gramos de e>eopollsacárldo por 11.tro de cultivo 

obtenidos, se dec1dió trabajar con la concentración del nutriente que 

proporcionaba la mayor cantidad de dicho pollsacárido, además esa 

concentración también proporcionaba el menor tiempo de duplicación. 

Los resultados de las cinéticas para obtención de e>eopoll.sacárido 

se presentan en la tabla 13, 14 y figuras 14, 15, 16, 17, ld, 19, 20 1 

Zl, ZZ y ZJ. 
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FIGURA 14 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 

VARIACION DE K2HP04 

ABSORBANCIA 600nm 
1.s~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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FIGURA 15 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 

VARIACION DE MgS04 

ABSORBANCIA eoonm 
2,--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-, 

o --' 
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TIEMPO (HORAS) 
150 

- 1.153g/I -+-- 0.691g/I --*"""" 0.152g/I 

1.153g/I m:O. 16Bh-1 ld:4.14h 
0.691g/I m:0.133h-1 td:5.20h 
0.152g/I m:0.090h-1 td:7.66h 
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FIGURA 16 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 

VARIACION DE NaCI 

ABSORBANCIA 600nm 
2,5~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--; 
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o~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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TIEMPO (HORAS} 
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- 0.381g/I -!- 0.305g/I -+- 0.190g/I 

0.381g/l m:0.165h·1 td:4. 16h 
0.305g/I m:0.053h-1 ld:13.14h 
0.190g/I m:0.035h-1 td:19.63h 

200 



"' w 

FIGURA 17 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 

VARIACION DE FeCl3 

ABSORBANCIA BOOnm 
2r--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--, 

+ 
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O'--~~~~-'--~~~~~-'-~~~~,.-'-~~~~---' 

o 50 100 
TIEMPO (HORAS) 

150 

- 0.145g/I --+- 0.079g/I __.._ 0.014g/I 

o. 145g/f m:0.166h-1 td:4.15h 
0.079g// m:0.166h-1 ld:4.16h 
Q.014g/I m:Q.104h-1 ld:6.63h 
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FIGURA 18 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 

VARIACION DE SACAROSA 

ABSORBANCIA 600nm 
7.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-. 
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FIGURA 19 
SACAROSA RESIDUAL DEL MEDIO DE CULTIVO 

CEPA TEOTIHUACAN 

CONCENTRACION DE SACAROSA (mg/mll 
50 ------·· 

40.,\_ 

30~\.,._ ~-. . ------"-
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FIGURA 20 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 

VARIACION DE EXTRACTO DE LEVADURA 

ABSORBANCIA 600nm 
1-----~~~~-~----~--~-~-----. 
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3.125g/I m:0.146h·1 td:4.70h 
2.812g/I m;O. 106h-1 ld:4.41h 

:'.!.SOOg/l m:0.087h-1 td:7.86h 

200 



l?l 

FIGURA 21 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 

VARIACION DE pH 

ABSORBANCIA eoonm 
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FIGURA 22 

CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 
VARIACION DE TEMPERATURA 

ABSORBANCIA 600nm 
7 -~~ 
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2BC m:0.275h-1 ld.2.51h 
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200 



"' "' 

FIGURA 23 
CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA TEOTIHUACAN 

VARIACION DE VELOCIDAD DE AGITACION 

ABSORBANCIA 800nm 
7 -----
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o 50 100 
TIEMPO (HORAS) 

- 500rpm -1- 200rpm 

500rpm m:Q.386h-1 ld:1.79h 
200rpm m:0.166h-1 ld:4.15h 

150 200 



TABLA 13. - VELOCIDAD ESPECIF"ICA DE CRECIMIENTO, TIEMPOS DE DIJPLICAC!ON 

Y CUANTIFICACION DE EXOPOLISACARIDO AL VARIAR LA CONCENIBACION DE LOS 

NUIBIENTES DEL MEDIO DE CULTIVO. 

K2HP04 2. 542g/l 2.108g/l !. 800g/l 

µ(h-1) 0.166 0.129 0.150 

td(h) 4.15 5.32 4.51 
a a a 

exopol (g/l) 11. 39 6.64 6.83 
a b e 

MgSO• l. 153g/1 o. 69lg/l 0.152g/l 

µ(h-1) 0.166 0.133 0.090 

td(h) 4.14 5.20 7.66 
a b e 

exopol (g/l) 11. 40 7.98 7.47 
a b e 

NaCl O. 38lg/1 o. 305g/l 0.190g/l 

µ(h-1) 0.165 0.053 0.035 

td(h) 4.16 13.14 19.63 
a b e 

exopol (g/l) 11. 39 4. 35 5.54 
a b b 

FeCl3 o. 145g/l o. 079g/l o. 014g/1 

µ(h-1) 0.166 0.166 0.104· 

td(h) 4.15 4.16 6.63 
a a b 

exopol (g/l) 11. 40 4.22 5.08 
a b e 

SACAROSA 40g/l 30g/l 20g/1 

µ(h-1) 0.121 0.166 0.137 

td(h) 5.34 4.15 5.01 
a b e 

exopol (g/l) 12.95 11.39 7.70 
a b e 

EXT. LEV 3. 125g/l 2. 812g/l 2. 50g/1 
µ(h-1) 0.146 0.106 0.087 

td(h) 4. 70 4.41 7. 86 
a b e 

exopol(g/1) 11. 39 11. 46 7.45 
a a b . letras diferentes denotan diferencia significativa 
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TABLA 14. - VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO, TIEMPOS DE DUP!.ICACION 

Y CUANTIFICACION DE EXOPO!.ISACARIDO OBTENIDO Al- VARIAR LOS FACTORES 

FISICOS DE CRECIMIENTO DEL MEDIO DE CULTIVO. 

pH 6.5 7.0 7. 5 

µ(h-1) 0.164 0.179 0.166 

td(h) 4.21 3.81 4. 15 
a a a 

exopol (g/l) 5.9 11.96 9.88 
a b 

Tº 28 30 32 

µ(hr-11 0.274 0.166 0.147 

td(h) 2.51 4.15 4.69 
a b e 

exopl{g/ll 6.45 11.46 7. 19 
b 

rprn 500 200 

µ(h-1) 0.386 0.166 

td(h) l. 79 4. 15 
a b 

exoplCg/l) 6.44 11. 85 
b 

• letras d1.ferentes denotan dl.ferencia s1gn1f1cat1.va. 

Como se observa en la mayor ia de los casos cuando se presenta un 

tiempo de dupl1cacl6n menor, se produce mayor cantidad de 

exopollsacárido. En el caso de NaCl se trata de un sustrato importante 

para el crecimiento celular, ya que al va1·1.ar las concentraciones de 

Q, 305g/l y 0.190g/l se presentan ttempos de dupl1cac16n 3 y 5 veces 

mayor respectivamente que con la concentrac16n de O. 381g/l; per_o no lo 

es para la producc16n de exopol1.sacárido, que como se observa: en las 

concentraciones de O. 305g/l y 0.190g/l existe dl.ferencia solo de 

1. 2g/l. El FeCl3 es importante para la producción de exopollsacárldo, 

en concentraclones d1ferentes (0.145g/l y O. 079g/l) de este sustrato 

se presentan tiempos de dupl1cac16n slmllares , pero no se produce la 

mlsma cantidad de exopoll.sacárldo, tenléndose una diferencia de 

7. lg/l. 
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En la varlac16n de sacarosa exlstió dlferencla sicnlflcativa 

tanto para los tiempos de dupl1cac16n como para la cantldad de 

exopollsacárldo obtenido, por lo que siguiendo el mismo criterio, se 

deb16 haber tomado la concentraclón de 40 g/l, sin embargo al observar 

que con 40 g/l sacarosa se obtiene 1. 5 gil de exopollsacárido más que 

con JOg/l, no se Justifica económicamente el empleo de 10 g/l más de 

sustrato. Teniéndose además que el menor tiempo de duplicación 

corresponde a la concentración de 30 g/l. En la figura 20 se presenta 

el consumo de carbohidrato determlnado por el método Nelson-Somogyi 

(36) con hidr6lisls enzimática. 

La mayor cantidad de cxopollsacá.rido producido se obtiene con pH 

de 7. O, aún cuando con pH 7. S se obtiene buena cantidad, existe 

diferencia significativa por lo que se decidió trab.ajar con pH de 7. O. 

Como se observa en la tabla 12, el microorganismo crece mejor a 

temperatura de 28°C, pero a esa temperatura produce poca cantidad de 

exopollsacárido (casi la mitad en comparación a 30°C). 

Para la variación de la velocidad de agitación se observa que 

existe diferencia signl:ficatlva tanto en el tiempo de duplicación como 

en la cantidad de exopollsacárido producido. En este caso los 

resul lados obtenidos con 500 rpm muestran que en 54 horas se obtiene 

6. 46 g/l de exopollsacárido. Comparando con la velocidad de agi tac16n 

de 200 rpm donde en 192 horas se obtiene 11. 90 g/l de exopol isacárido, 

podemos ver que se realizarian 3. 5 cinéticas aproximadamente a 500 rpm 

para un lapso de tiempo similar (54 horas X 3. 5 = 189 horas r y se 

obtendria mayor cantidad de exopollsacárido (6. 46 x 3. 5 = 22. 54 g/l). 

La razón por la que no se contlnu6 más tiempo la fermentación a 500 

rpm, fué debido a que la concentracl.ón de sacarosa se agotó y a que la 

consistencia del medio de cultivo se incrementó lo cual provocó fallas 

mecánicas en el fermentador. 

El medio de cultivo optimizado para obtención del lnoculante se 

muestra en la tabla 15. El medio de cultivo optimizado para obtención 

de exopolisacárido se muestra en la tabla 16. 
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TABLA 15. - MEDIO DE CUl..TIVO OPTIMIZAOO PARA LA OBTENCION DE INOCULANTE 

UT!L!ZANOO MJzobJum melllotl CEPA LABORATORIO. 

SUSTATO g/l 

K2!1P04 2.108 

MgSO• l. 153 

NaCl 0.381 

FeCl3 o. 014 

MANITO!.. 30 

EXTRACTO DE LEVADURA 2. 50 

TEMPERATURA cºc¡ 30 

pH 7.0 

AG!TACION {rpm) 500 

TABLA 16. - MEDIO DE CUl..T!VO OPTIMIZADO PARA LA OBTENC!ON DE 

EXOPOL!SACARIDO UTil..IZANDO Mlzoblum mell lotl CEPA TEOT!HUACAN. 

SUSTRATO g/l 

IWIPO• 2.542 

MgS04 1.153 

NaCl 0.381 

FeCl3 0.145 

SACAROSA 30 

EXTRACTO DE LEVADURA 2.812 

TEMPERATURA !ºc¡ 30 

pH 7 

AG!TAC!ON {rpm) 500 
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3. 7 CINETICAS DE CRECIMIENTO EN FERMENTADOR DE 14 Lt. 

Una vez optlmlzados los factores q"!imlcos y los factores flslcos 

se realizaron cinéticas de crecimiento tanto ·_para la obtención de 

~noculante como para la obtencl6n de exopoUsacárldo a nivel 

fermentador. Para la cepa laboratorio se determinó peso seco y unidades 

formadoras de colonia lUFC) presentandose los resul lados en la figura 

24·. La concentracl6n celular obtenida fué de 2. 92 x 109UFC(ml. Tomando 

en cuenta que se cons1dera como buen lnoculante aquel que presenta 

como mínimo 2.1 x 109 Uf'C:/ml (15) 1 se ti.ene qu~ el lnoculante obtenido 

sobrepasa esa concentrac16n, pudlendolo considerar como un buen 

lnoculante. 

Para esta cepa fué dlflcll evaluar consumo ~e carbohidrato. Se 

trató de evaluar utilizando ln técnica de fcnol-sulfúrlco (apéndice 

6), pero como esta técnica determina todo Upo de azúcares, se 

presentaba un aumento del contenido de carbohidrato, lo cual fué 

atribuido a que se produce exopolisacárido durante la fase logaritmica 

aunque en menor cantidad que en la fase estacionaria. También se prob6 

otro método el cual conslstl6 en extraer el exopolisacárldo con 

alcohol isopropilico, de la misma forma que se realiz6 para 

cuantificarlo, evaluando al liquido sobrenadante la concentración de 

manltol por el método fenol-sulfurico, presentándose el mismo 

comportamiento (aument_o) que sin la extracción del exopollsacárido lo 

que se debl.6 a que con esta técnica también es p-:>sible la 

determinacl6n de alcoholes. El método Nelson - Somogyi no fué 

aplicable ya que cuantifica azúcares reductores y el manltol es un 

azúcar reducido a alcohol por lo que no presenta el grupo aldehido , 

el cual es el que se reduce a grupo acetona que es en lo que se basa 

esta técnica. Para la cepa Laboratorio al no tener los datos de 

consumo de carbohidrato, no fué posible evaluar el rendimiento, pero 

si se toma como base que se trata de bacterias de la misma especie y 

para poder hacer comparaciones entre las cepas estudiadas, se tom6 el 

mismo comportamiento de consumo de carbohidrato de la cepa Teotihuacan 

dando rendimiento celular de 0.32 y productividad celular de 

. o. 357g/lh. 

Para la cepa Teotihuacan se evalu6 peso seco, unidades formadoras 

de colonias, carbohidrato residual, producción de exopolisacárido y 

varl.aci6n de pH. Los resultados se muestran en las figuras25, .~·6 y-·21. 
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FIGURA 24 
CINETICA DE CRECIMIENTO EN FERMENTADOR 
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FIGURA 25 
CINETICA DE CRECIMIENTO EN FERMENTADOR 

CEPA TEOTIHUACAN 
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FIGURA 26 
CINETICA DE CRECIMIENTO EN FERMENTADOR 

CEPA TEOTIHUACAN 
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FIGURA 27 
CINETICA DE CRECIMIENTO EN FERMENTADOR 

CEPA TEOTIHUACAN 
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Para ambas cepas se comparó la velocidad especifica de 

crecimiento (µ) y el tiempo de duplicación (td) resultantes al medir 

el crecimiento microbiano por peGo seco y por absorbancia, 

observándose que son similares ya que en ambos métodos se miden 

células totales (vivas y muertas). 

TABLA 17. VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DUPLICACION 

DE LAS CEPAS LABORATORIO Y TEoTIHUACAN AL MEDIR EL CRECIMIENTO CELULAR 

MEDIANTE ABSORBANCIA Y PESO SECO. 

LABORA TOR JO TEOTI HU A CAN 

µ(h-1) 0.378 0.386 

ABSORBANCIA td(h) l. 83 l. 79 

µ(h-'J o. 342 o. 364 

PESO SECO td(h) 2.02 l. 89 

No fué posible controlar la variación del pH del medio de cultivo 

a lo largo de la cinética de crecimiento debido a fallas en el 

electrodo del fermentador , por lo que se llevó a cabo la medición del 

pH en un potenciómetro digital, observadose una disminución similar a 

la curva de carbohidrato residual, dicho comportamiento es natural en 

esta bacteria dado que la blbliografia reporta que el Rhlzoblum 

melllotl produce una reacción ácida durante su crecimiento en medio de 

cultivo que contenga sales minerales y cualquier carbohidrato. (31)(48) 

Se relacionaron pH y sacarosa residual como se muestra en la 

figura 28, la utilidad es que con esta grá.flca y midiendo el pH dE'l 

medio de cultivo, para la cepa Teotlhuacan podremos conocer Ja 

concentración de sacarosa residual sin tener la necesidad de realizar 

la técnica de cuantificación del carbohidrato. 

La evaluación de carbohidrato consumido, se realizó n1edlante la 

técnica colorimétrica de Nelson-Somogyl. Considerando que para esta 

cepa la fuente de carbono fué sacarosa y que este carbohidrato tampoco 

es reductor, se realizó una hidrólisis enzimática previa a la 

determinación de la concentración del carbohidrato para convertir la 

sacarosa en glucosa y fructosa, los cuales si son carbohldratos 

reductores. Las condiciones de hidrólisis fueron las sigul.entes: 

concentración de la enzima 1?., temperatura soºc, tiempo 15 minuto~. 

(Según especificac.iones del proveedor). 
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FIGURA 28 
CORRELACION pH-CARBOHIDRATO 

CEPA TEOTIHUACAN 
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Se realizó otra prueba la cual cons1stl6 en aplicar la técnica 

Nelson-Somogy con previa hldróllsls enzimática al pollsacárldo que 

produce esta cepa, con el fln de cerciorarse de que la enzima no lo 

hidrollza y con ello cuantlflcar el exopoUsacárido producido como 

sacarosa residual, lo que darla como resultado aumento en el contenido 

del carbohidrato determinado. El resultado que se obtuvo es que el 

polisacárido no se hidroliza. 

Para la cepa Teotihuacan con los datos obtenidos se tuvo como 

resultado los slgulentes rendimientos: 

Rendimiento celular 

Rendimiento de polisacárido obtenido 

Suma de los rendimientos anteriores 

o. 224g/l 

o. 206g/l 

o. 430g/l 

Como se observa los rendimientos de células y de producción de 

exopollsacárldo son slmllares, y al ser similar la suma de 

rendimientos al rendimiento teórico, es lo que hace pensat· que esta 

bacteria emplea un 52% del sustrato consumido para producción celular, 

el 48 ~ para producción de exopolisacárldo y el resto lo emplea para 

su metabolismo (producción de C02}, con una productividad celular y de 

exopollsacárido de 0.165g/l/h y O. 152g/l/h respectivamente. 

Analizando los rendimientos celulares, se tiene que la cepa 

Teotlhuacan es la que presenta el menor rendimiento teniendo ésta un 

tiempo de duplicación similar al de la cepa Laboratorio; por' lo que se 

confirma que la cepa Laboratorio es mejor productora de biomasa. 

Se realizaron correlaciones entre absorbancia y peso seco o UFC 

(como se observa en las figuras 29 y 30) para cada una de las cepas 

estudiadas con el fin de tener mediciones de forma indirecta del peso 

seco microbiano o de UFC sin necesidad de realizar estos métodos con 

el respectivo costo y empleo de tiempo, midiendo el crecimiento 

únicamente por absorbancia e introduciendo ese dato a la gráfica para 

tener la concentración celular en el momento requerido. Cabe hacer 

menciión que las gráficas correlacionadas son ütlles únicamente para 

obtención de datos en la fase logarltmica y únicamente validas para 

los microorganismos con las que se realizaron, crecidos en el medio 

de cultivo optimizado. Laa mejores correlaciones se obtuvieron con 

absorbancia y peso seco lo cual es atribuido principalmentE-. a que en 

ambos se mide células vivas y muertas. 
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FIGURA 29 
CEPA LABORATORIO 
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FIGURA 30 
· CEPA TEOTIHUACAN 
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Se caracterizó reológlcamente el medio de cultivo de la cepa 

Teotlhuacan una ve~ terminada la fermentación en al fermenb.dor de 14 

litros. La caracterización se rallzó a dos temperaturas diferentes 

utlllzando un vlscoslmetro Broockfleld RVT con el huso 4, el intervalo 

de '1 fue de O. 746 a 149. 2 s-1 los datos fueron tratados mediante el 

mé:todo propuesto por Mitschka, (34) dando un comportamiento tlpo 

Hershel - Buckley T-To = K7": 

Donde: 

30°C 

To = 8 Pa 

K = 10.s Pa.s" 

n = 0.12 

T = Esfuerzo cortante. (Pa) 

toºc 
To = 9 Pa 

K = 11.20 Pa.Sn 

n = 0.11 

To = Esfuerzo cortante lnlcial (punto de cedencia). (Pa) 

7 = velocidad de cizallamlento. (S-1
) 

K a indice de conslstencla. {Pa. 5°) 

n = indice de comportamiento al flujo. 

Como se puede observar, el comportamiento reológlco de!. medio de 

cultivo no es muy diferente en esas dos temperaturas, estos valores se 

pueden aplicar para el disel'io de un fermentador y su posterior 

aplicación en el disef\o de una planta piloto. Sin embargo es necesario 

caracterizar las propiedades funcionales del polimero purificado para 

poder aplicarlo industrialmente. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Como se pudo observar las cepas nativas fueron menos efectivas en 

la formación de nódulos fijadores de nltr6geno, siendo por el 

contrario, más productoras de exopolisacárldo. Lo cual nos hace 

inferir que la cepa Laboratorio pudo haber sido modificada C· preparada 

especialmente para la producc16n de lnoculante. 

Al opllmlzar el medio de cultivo para la obtención de lnoculante 

de Rhlzoblum melllotl cepa laboratorio se obtuvo una mejora 

considerable en el tiempo de duplicación y en la concentración 

celular. El tiempo de dupllcaclón lnlclal fué de 6. 42 horas con una 

concentración celular de S. 9Sg/l obtenlendose en 54 horas, el tiempo 

de dupllcaclón con el medio optimizado es de 1. 83 horas con una 

concentrac16n celular de 10g/1 y 2. 92x109 UFC/ml obtenidos e.n 24 hrs. 

Debido a los resultados obtenidos, este lnoculante puede ser 

utilizado en reglones con temperatura de suelo entre 28 y 32°C. que 

son las temperaturas ambientales promedio en la reglón central del 

pais y ser viable su creclmlento y desarrollo en las plantas de 

alfalfa. Asl también puede ser utilizado en tierras cuyo pH esté entre 

6. 5 y 7. 5, que son los rangos donde se encuentra la mayorla de las 

tierras para cul t1 vos. 

Este lnoculante representa una sustitución de los fertilizantes 

quimlcos y abonos de excrementos animales. Su aplicación es de 

relativa facilidad ya que solo se necesita rociar las semillas y 

dejarlas secar. con el fin de facilitar el manejo de la semllla en la 

siembra. Un litro de inoculante es suficiente para un terreno de 

cultivo de aproximadamente una hectarea. Una vez que se realiza la 

rotación de cultivo, esta tierra puede ser utilizada para el cultivo 

de maiz u otras gramineas. 

Para la mejor aplicación del inoculante en el terreno seria 

conveniente el estudio del soporte apropiado, asi como su forma de 

conservación. 
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La cepa Teotlhuacan fue la seleccionada para la producción de 

exopolisacárido, al optimizar su medio de cultivo se obtuvo 6. 46 g/l 

de exopollsacárido en 54 horas. 

Con el exopollsacárldo obtenido se pueden realizar estudios para 

su uso potencial en industria de allmentos, farmacéutica, etc., asi 

como la determinación de su estructura quimica y de pruebas de 

tóxicidad para su posible uso comercial. 

Para su mejor aprovechamiento se sugiere realizar la 

caracterización de las propiedades funcionales deÍ exopollsacárldo y 

de sus posibles aplicaciones industriales, asi como también el disefio 

de un fermentador o una planta productora de dicho polisacárido. 

Para la posible apllcación del polisacárido en la Industria es 

necesario realizar pruebas de su comportamiento rel6gico a diferentes 

concentraciones, temperaturas, pH, etc. 

Al comparar la producción de polisacárido producido por Rhlzoblum 

melllotl cepa Teotlhuacan con los datos bibliográficos del 

polisacárido producido por Xantomona campestr 1 se observa que es mucho 

menor. Para tener mayor productividad se podria recurrir a la mutación 

del microorganismo de manera similar a lo realizado por Heyraund (25) 

quien al mutar una especie de Rhlzoblum melllotl obtuvo :'Og/l en 2 

dias de fermentación. 

En general para las cepas Laboratorio y Teotlhuacan, la variación 

de pH del medio de cultivo no afectan el crecimiento celular, por lo 

cual el control durante el proceso no necesariamente deberá ser 

estricto, par tal razón · el equipo empleado para la explotación 

blotecnológlca de estos microorganismos no requerirá de sistemas de 

control complicados. 
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APENDICES 

APENDICE 1 

TECN 1 CAS DE SEMBRADO 

Para el alslamlento primario de bacterias se recomienda la 

técnica de sembrado por dlluc16n: 

- Con un asa de · lnoc;:ulaclón esterilizada, se coloca la toma del 

•aterial cerca del borde de la placa y se realiza una estria inicial. 

- Se esteriliza el asa en la llama y se deja enfriar. 

- Después se emplea el asa para distribuir la muestra en la placa en 

estrlas perpendiculares a la estrla inicial. 

- A partir del extremo de la primer estria. se realiza una segunda y 

asi sucesivamente hasta completar a cuatro estrias en total, 

esterlllzando la asa de inoculac16n entre cada realización de 

estrias. 
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APENDICE 2 

TINCION DE GRAM 

La tlnclón de Gram se emplea como método habl tual para el examen 

de cultivos a fin de determinar su pureza y con fines de 

ldentlficac16n. Esta técnica proporciona lnformacl6n sobre propiedades 

estructurales de las bacterias que permiten separarlas en dos grandes 

grupos: Gram positivas y Gram negativas. 

Los cultivos utilizados para ser tef\ldos por el método de Gram 

deben ser jóvenes (máximo 24 horas), ya que en cultivo viejos hay 

llberaclón de enzimas por aut61lsls, las enzimas atacan la pared 

celular y modifican sus propiedades estructurales convirtiendo asl 

microorganismos Gram positivos a Gram negativos. 

REACTIVOS' 

A) Colorante cristal violeta 

Cristal violeta 

Etanol al 95Y. 

Oxalato dt? amonio 

Agua destilada 

2.0g 

20. Oml 

O.Sg 

80.0ml 

se disuelve el cristal violeta en el metanol, por separado 

disolver el oxalato de amonio en agua destilada y mezr:lar ambas 

soluciones. se almacena por 24 horas y se filtra. 

B) Soluc16n de lugol 

Yoduro de potasio 

Agua destilada 

Iodo metálico 

2.0g 

100. Oml 

l.Og 

Disolver el yoduro de potasio en agua destilada, despu~s agragar 

el lodo metállco y disolver, aforar a 100 con agua destilada. 

C) Solución de alcohol-acetona 

Acetona 

Etanol al 9SY. 
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0) Colorante safranina 

Safranina 

Agua destilada 

O. Sg 

100. Oml 

Disolver la safranina en 20ml y aforar a lOOml. 

TECNICA DE T!NCION 

1. - Preparar un frotls para tlnclón de la siguiente manera: 

- Colocar en portaobjeos limpios, una gota de agua destilada. 

- Tomar con asa estéril una colonia y realizar una suspensión 

homogénea en la gota de agua, extendiendola para formar una pelicula 

delgada. 

- Dejar secar al aire. 

- Fijar el frotls al calor, para lo cual se pasa el portaobjetos por 

su parte posterior sobre la flama del mechero. 

2. - Cubrir el frotls con cristal Violeta durante 1 minuto. 

Escurrir el colorante y lavar con un choro de agua corriente. 

3.- Cubrir el frotls con lugol durante minuto. Escurrir sin 

lavar. 

4. - Decolorar con alcohol-acetona (de 5 a 15 segundos) y lavar 

con agua corriente. 

S.- Cubrir el frotis con safranina por un minuto, lavar y dejar 

secar al aire. 

6. - Observar las preparaciones al microscopio con el objetivo de 

inmersión. 

RESUl.T ADOS: 

Los microorganismos Gram posi tlvos se tlt\en de col lr azul o 

púrpura, y los Gram negativos de rojo. 
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APENDICE 3 

PRUEBA DE MOTILIDAD POR EL HETOOO DE GOTA SUSPENDIDA 

Este método determina si un microorganismo es m6vll o inmóvil. 

Las bacterias tienen movimiento por medio de su(s) flagelo(s), y 

su local1zac16n varia dependiendo de la especie bacteriana. 

1) Se coloca una suspensión de una colonia o una gota de cultivo 

liquido (de 4 a 6 horas de crecimiento) en un cubreobjetos. 

2) Se coloca un pequef\o anillo de plastlllna sobre el portaobjetos, 

procurando que la suspensión quede en el centro. 

3) Se aproxima el portaobjetos sobre el cubreobjetOs de manera que la 

gota del liquido quede entre ambas superficies de vidrio, separadas 

por el grosor de la plastlllna. 

4) Se presiona suavemente para formar una cámara y se invierte 

rápidamente la preparación. 

5) Se observa en el mlcroscoplo con el objetivo de inmersión. 

RESULTADOS: 

Prueba positiva: Se aprecia un desplazamiento de los 

mlcrooganismos que se mueven en todas direcciones. 

Prueba negativa: Sin desplazamiento, movimiento browniano, en el 

cual las células oscilan con ligereza. (12) 
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APENDICE 4 

CRECIMIENTO EN LECHE TORNASOL 

Esta técnica determina la acción que presentan las bacterias 

sabre la leche, demostrando la producción de ácido, coagulación o 

proteóllsls de caselna en la ldentlflcaclón de cultivos puros. (33) 

PROCEDIMIENTO: 

l. - Se pesan cantidades exactas de acuerdo a la marca comercial. 

2. - Se rehldrata con agua destilada. 

3. - Se dlstrubuye en tubos (3 a Sml en cada uno). 

4-. Se esteriliza en autoclave a 121°C (15 lb) por 15 minutos. 

S. - Se enfrlan e inoculan por asada y se Incuban a 30°C por 

semanas aproximadamente. 

INTERPRETACIONES: 

A) ·RoJo rosado: 

1. - Reacción ácida. 

2. - Fermentación de la lactosa. 

8) Azul púrpureo: 

1. - No hay fermentación de la lactosa. 

2. - No hay cambio en el indicador de pH tornasol; igual que en 

tubo no inoculado. 

Cl Azul 

t. - Reacción alcalina. 
2. - No hay fermentación de la lactosa. 

3. - El organismo ataca las sustancias nitrogenadas que se 

encuentran en al medio. 

D) Blanco! reducción del tornasol a leucobase. 

El Formación de coágulo: coagulación de la proteina. 

F) Dlgest16n (peptonizaci6n): 

G) Gas (COa y Ha) 

H) Fermentación turbulenta: el coagulo ácido es fragmentado por 

la abundante producción de gas. 
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APENDICE 5 

CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC) 

Se realizan series de diluciones (hasta 10-9
) del medio de 

cultivo crecido, de cada una de las diluciones se toman 10µ1 y se 

distribuye sobre placa de agar-extracto de levadura-manito! con ayuda 

de una varilla de vidrio doblada en angulo recto estéril, se mantiene 

la placa sin mover hasta que el lnóculo sea absorbido por el agar¡ se 

invierten las placas y se incuban a 30°C por 24 horas, contandose el 

número de colonias que aparecen y se multlpÜca el resultado por el 

inverso de la d1luc16n. Se recomienda que el núme'ro de colonias por 

placa sea menor de 300 y mayor de 10. El resultado se reporta como 

UFC/ml. 
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APENDICE 6 

DETERM!NACION DE CARBOHIDRATOS 

HETODO NELSON-SOHOGYI 

Se basa en la capacidad que presentan algunos azúcares para 

reducir el cobre +2. a lon cuproso. 

REACTIVOS: 

A)Reactlvo de cobre 

Carbonato de sodio anhidro 

Acldo tartárico 

sulfato de cobre pentahldratado 

agua destllada 

PREPARACION: 

40.0g 

7.Sg 

4.Sg 

1000. Oml 

Disolver el carbonato de sodlo en 400ml de agua destilada, af\adlr 

y disolver al ácido tartárico, enfriar si es necesario, agregar y 

disolver el sulfato de cobre, aforar a 1 lltro, envasar en frasco 

ambar, utilizar la solución después de dos semanas de preparada. 

B)Reactlvo de arsenomollbdato 

Holibdato de amonio 

Acldo sulfurlco concentrado 

Ortoasenlato dis6dlco al 12Y. 

Agua destilada 

50.0g 

42. Oml 

50.0ml 

900.0ml 

Disolver el mollbdato de amonio en el agua destilada, at'iadlr 

lentamente el é.cldo sulfúrico concentrado y adicionar la solución de 

ortoarseniato dis6dico, mezclar e incubar a 37°C durante 48 hol'.as en 

frasco ambar. 

C)Soluc16n patrón 

Disolver 20mg del azúcar patrón en lOOml de agua destilada. 
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TECNICA DE DETERHINACION 

1. - Preparar tubos como se indica: 

2 3 4 s 6 

Patrón de glucosa (ml) o.2s o.so 0.7S 1.0 

Problema (ml) 1.0 
Agua destilada Cmll l. o o. 7S o.so 0.2S 

Reactivo de cobre (mi) 1. o l. o l. o l. o l. o 1.0 

z. - Colocar a los tubos perlas de ebull1cl6n, ponerlos en baf\o maria 

hirviente por 20 minutos y enfriar. 

3. - Agragar a ~ada tubo lml de arsenomollbdato. 

4. - Agregar a cada tubo 7. Sml de agua destilada. 

S. - Mezclar cada tubo y leer en espectro a SZOnm. usando como blanco 

el tubo número 1. 

Esta técnica es sensible de 25 a 2SOµg de azúcar/ml. (36) 

HE'IODO FENOL-SULFURICO 

Método colorlmetrlco, útU para determlnacl6n de azúcares simples, 

ollgosacárldos, pollsácarldos y sus derivados, dando unn reacción 

amarillo-naranja estable. 

CURVA PAIBON: 

Se vierten de 1 a 2ml de solución de azúcar en tubos, de manera 

que contengan entre 10 y 70µg de azúcar, se les adiciona a cada uno de 

ellos lml de fenol al SY. y Sml de ácido sulfúrico concentrado en forma 

de chorro directo contra la superficie del liquido, se dejan 

verticales durante 10 minutos, se agitan colocandose después en baf\o 

maria de 25 a 30°C por 10 a 20 minutos. Se toman lecturas de 

absorbancia a 490rua para hexosas y 480 para pentosas, el blanco se 

prepara de igual manera donde es sustituida la solución de azúcar por 

agua destilada. Se construye la gráfica concentración de azúcar vs 

absorbancla. 

Para la solución problema se sigue el mismo procedimiento, 

teniendo el valor de absorbancia se entra a la curva, patrón y se 

obtiene el valor correspondiente a la concentración del azúcar. 
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FIGURA 31 
CURVA PATRON DE SACAROSA POR EL METODO 
NELSON-SOMOGYI CON HIDROLISIS ENZIMATICA 

ABSORBANCIA 520nm 
1.-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--:;~~~......, 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

o'---~~~-'--~~~-'-~~~--'-~~~~'--~~--' 

o 50 100 150 
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200 250 

r: 0.995 
m: 4.014 E-3 
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