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RESUMEN

I1. RESUMEN.

El género Rhizobium pertenece al grupo de bacterias en forma de bacilos Gram negativo, movil
aerdbico y ademds posee granulos de poli-B-hidroxibutirato.

E! PHB se reconoce como fuente de inclusiones de lipidos y después se emplearon como reserva de
carbono y energfa. Este termoplastico muestra una caracteristica importante, la biodegradacion,
potencialmente Otil como poliéster desplazando los termoplasticos derivados del petréleo.

La presencia de PHB en las diferentes cepas del género Rhizobium fue el principal motivo por la
cual se llevo acabo este trabajo.

Recientemente la industria y la ciencia se han enfocado en el desarrollo y aplicacién de materiales
de plastico biodegradables los cuales son definidos como plasticos en la cual la biodegradacion
resulta de la accién de microorganismos como son bacterias hongos y algas.

El objetivo principal de este estudio fue determinar la presencia y cuantificacién del PHB en g/l
por dia empleando cinéticas de crecimiento y produccion. Para lo cual se utilizaron 2 medios de
cultivo liquido para Rhizobium loti 'y 3 para Rhizobium phaseoli. Se emplearon 3 métodos para la
recuperacion del PHB ( choque térmico, hipoclorito de sodio-cloroformo-metanol y dispersién
cloroférmica). Eligiendo a la dispersién cloroférmica como la representante para llevar a cabo la
recuperacién, debido a su principio basado en la hidrofobicidad del PHB y la hidrofilicidad de la
membrana celular, rapidez y cantidad de precipitado.

El método analitico utilizado para cuantificar el PHB fue el espectrofotométrico por ser simple y
especifico, su fundamento consiste en 2 fases: el primero el PHB es convertido cuantitativamente
en acido crotonico por una digestidn en H,SO, concentrado segundo: el 4cido croténico tiene su
maxima absorcion en ultravioleta a una longuitud de onda de 235 nm cuando se usa el H,SO,
concentrado como solvente este método de cuantificacién de PHB es practico, confiable, rapido,
econdmico.

Con los datos obtenidos en este trabajo se observa que los medios de cultivo los cuales dieron
mejor produccién de PHB en Rhizobium loti es el MB con un tp de 0.59 g/i por hora, para
Rhizobium phaseoli fue él Rp con un tp de 0.88 g/l por hora.




INTRODUCION

1. INTRODUCCION

En las altimas dos décadas se han hecho muchas investigaciones sobre la sintesis de biopolimeros y

la acumulacién por microorganismos pertenecientes a diversos grupos taxonémicos como son
Iy (57,58)

Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhi;

Los  Poli-B-hidroxibutiratos (PHB) han sido estudiados desde 1926 por Lemoigne; La
acumulacion del biopolimero en los distintos granulos es en el interior de la célula y pueden ser

usualmente vistos por microscopia de contraste de fases y por microscopla electrénica ™

Este biopolimero, muestra algunas propiedades fisicas y quimicas; tales como: solubilidad en
cloroformo y/o resistencia a la degradacion por la digestion con una solucién de hipoclorito
alcalino, y a una rapida conversién a acido croténico en presencia de HSO,4 concentrado. La
obtencion de PHB depende de varios factores, incluyendo principalmente la localizacién del PHB
en la célula y caracteristicas del PHB como solubilidad, tamaiio, lavabilidad y localizacién
celular, 45051

El 4cido poli-B-hidroxibutirato es un polimero lineal (-)D-hidroxibutirato, este es un poliéster
alifatico con un oxigeno carbonil alternado y grupos metil consigo a lo largo de la cadena del
biopolimero, es biocompatible, termoplastico, biodegradable y por consiguiente de interés
industrial. El PHB es un candidato de un nuevo material de plastico biodegradable ya que éste

presenta propiedades fisicoquimicas muy similares al poli-propileno y poli-etileno.('"341

Las especies de Rhizobium acumulan PHB dentro de las células bacterianas estos polimeros

funcionan como una reserva de compuestos de carbono.®”

El PHB constituye uno de los metabolitos secundarios producidos por Rhizobium que han
despertado un gran interés tecnoldgico. Los PHB estan involucrados en el aporte de energia en el
proceso de fijacion simbiética de nitrégeno en Rhizobium y Bradyrhizobium. Una caracteristica
importante es que el PHB se acumula en la fase estacionaria del crecimiento desde el punto de vista
cinético, es decir, su produccién se incrementa bajo condiciones no dptimas para el crecimiento de
la bacteria. Este biopolimero se acumula en el bacteroide y puede llegar a representar el 50% del

1



INTROBUCION

peso celular (Wong y Evans, 1971). Desde el punto de vista industrial el interés se concentra en la
posibilidad de utilizarlos como materiales termoplasticos biodegradables. La atencién actual a la
contaminacién causada por plisticos no biodegradables de la industria petroquimica y el
agotamiento de los recursos naturales no renovables como el petréleo ha dado un gran impulso a la
investigacion del PHB en estas bacterias."

Recientemente la industria se ha enfocado en el desarrollo y aplicacién de materiales
biodegradables. Los plasticos biodegradables son definidos como un producto en la cual la
degradacion resulta por la accién de microorganismos como son b‘acterias, hongos, algas, etc. Los
biopolimeros naturales preferentemente son degradados por reacciones hidroliticas, la presencia de
grupos que facilitan la degradacién biolégica. Esta biodegradacion se ve influida por varios

pardmetros como son: Fisicoquimicos, microbiolégicos, quimicos y de procesos.“"




GENERALIDADES

. 2. GENERALIDADES.

2.1. Taxonomia del género Rhizobium.

El géncro Rhizobium pertenece a la familia de las Rhizobiacea, estas bacterias forman nédulos en
las plantas leguminosas donde se lleva a cabo la fijacién de N, atmosférico en forma simbiética y
son clasificadas dentro de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium. Rhizobium
fue aislada en 1888 por Beijoninck de raices noduladas y la establecié como el agente causal de la
asimilacion de Dinitrégeno. Este investigador propuso el nombre de Bacillus radicicola, pero mas
tarde fue nombrado Rhizobium -del griego rhizo: una rafz y bios: vida- por Frank (1889).(1%!83¢)

Las bacterias de los géneros Rhizobium y Agrobacterium son bacilos que pertenecen a la familia
Rhizobiaceae, segin la clasiticacion propuesta por Bergey. El género Rhizobium se compone de
varias especies, las cuales reciben el nombre de acuerdo a las especies vegetales en que se alojan.
Las Tabla 1 nos datalla las diferentes especies del género Rhizobium y las leguminosas con las

cuales se asocia.®®

Tabla 1. Clasificacién de las diferentes especies de Rhizobium, "9

Especie de Rhizobium _ Planta(s) hospedero (s) e !

R. meliloti Medicago, Melilotus y Trigonella spp.

R. leguminosarum

bv. viciae Pisum, Vicia, Lathryrus y Lens spp.

bv. trifolii Trifolivm spp.,

bv. phaseoli Phaseolus vulgaris.

R loti Lotus spp.(Lotus cornicolatus, Lotus pedunculatus).
R. huakii Astragalus sinicus.

R. ciceri Cicer arieticum

R. sp.cepa NGR234 Leguminosas tropicales y Parasponia spp. (no leguminosa)
R.tropici Phaseolus vulgaris, Leucaena spp. y Macrotilium spp.
R edi Phaseolus vulgaris

Rgalegae Galega officinalis, G.orientalis

R. fredii Glycine max, G. soja y otras legunimosas.

B. japonicum Glycine max, G. sgja y otras leguminosas

B. elkanii Glycine max, G. soja y otras leguminosas
Bradyrhizobium sp cepa parasponia Parasponia spp no leguminosa

A. caulinodans L Sesbania spp ( nodulacion de tallos)
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Otros estudios han llevado a una clasificacién taxondmica de estas bacterias basados en su grado
de desarrollo (Tabla 2) , los de desarrollo rapido que incluyen al género Rhizobium con ocho
especies reconocidas, R. leguminosarum, R. meliloti, R. loti, R. galagae, R. tropici, R. huakii, R.
etli y R. fredii, (aunque se han realizado estudios sobre una nueva especie, R. ciceri, aislada de
Cicer arietinum) y los de desarrollo leato, que incluyen al género Bradyrkizobium contiene sélo
una especie reconocida B. japenicum. Dos nuevos géneros han sido reconocidos: Azorhizobium,
con una especie, A. caulinodans, y Sinorhizobium, con dos especies, S. fredii y S.

xinjiangensis."®

Tabla 2. Principales diferencias entre cepas del género Rhizobium de desarrollo ripido y

lento.!"”

Caracteristicas Desarrollo ripido Desarrollo lento

Tiempo de generacién ‘e Menosde 6horas e Mésde6horas
Presencia de flagelos e Peritricos e Subpolares
Resistencia Intrinseca a antibiéticos e Baja e Alta

2.2 Factores y componentes que afectan al crecimiento.

El crecimiento de los microorganismos depende basicamente de la disponibilidad del agua. Para

sintetizar material celular se requiere materias nutritivas (macroelementos y microelementos).

Agua. Las bacterias la necesitan, para crecer y multiplicarse, gran cantidad de agua en sus
inmediaciones. El agua es el vehiculo por el cual los materiales esenciales penetran en la célulay

salen todos los desechos. ™

Sales _inorgnicas. Como todos los organismos, las bacterias necesitan para su desarrollo
determinadas sales inorgénicas. Estas desempefian tres papeles importantes: 1) Mantienen un
estado coloidal y una presién osmética adecuados; 2) mantienen el equilibrio acidobasico. 3)

actuar como parte de las enzimas o como activadores de las reacciones enzimaticas.*”
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El_azufre es un constituyente de algunos aminoicidos la cistina, la metionina. Puede ser
suministrado a algunos organismos en forma de sulfatos. El_hierro es esencial para el
funcionamiento de varias enzimas. Algunas bacterias forman varias cadenas en un medio deficiente
de magunesio, pero vuelven a la normalidad con la adicién de éste. Los fosfatos juegan un papel
importante en la transferencia de energia. En total tienen que estar en el medio en forma de
compuestos utilizables todos los elementos que se requiera para la formacién de la sustancia

celular.®"

Muchos organismos no se conforman, sin embargo, con la sola presencia de los compuestos

adecuados; deben darse muchas otras condiciones secundarias para un posible crecimiento en un

medio dado.tV

Los microorganismos exigentes y determinados mutantes defectuosos requieren, ademads,
compuestos, partes esenciales de la célula son incapaces de sintetizar. Estos productos secundarios
se denominan factores de crecimiento ( sustancias complementarias o suplemento); puede tratarse
de aminodcidos, vitaminas u otras sustancias. Los microorganismos que requiere algin factor de

crecimiento se denominan auxotréficos.™!

Aun cuando se encuentren presentes todas las sustancias nutritivas requeridas, el crecimiento
también depende de determinadas condiciones; la concentracién de iones hidrégeno, la temperatura

y la presion osmética, aircacién u O,

La mayoria de organismos presentan un crecimiento éptimo cuando los iones H' y los iones OH se
encuentran aproximadamente en la misma concentracién ( pH 7.0). Muchas bacterias prefieren

pH’s maés elevados ( pH = 8) esto es un medio ligeramente alcalino.

El mantenimiento de un pH determinado durante el crecimiento es importante en aquelios
microorganismos productores de acido pero que no lo toleran. Para evitar la autodestruccién a
causa de los dcidos producidos se utilizan sustratos no fermentables ( en lote ) o bien se amortigua
el medio de cultivo. Los fosfatos inorganicos desempefian un papel amortiguador para pH

superijores a 7.2. Cuando la secrecién de 4cido es superior se recomienda la adicién de carbonato de

calcio o bicarbonato de sodio.™”
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En lo que se refiere a la temperatura los microorganismos presentan distintos comportamientos. La
mayoria de bacterias del suelo y del agua son mesofilicas: sus temperaturas éptimas oscilan entre

25°C y 40°C."

El requerimiento de la biotina (la cual tiene la funcion de servir como factor estimulante para el

desarrollo de ciertos microorganismos) esta influido por los componentes del medio de cultivo.®
2.2.1 Caracteristicas y condiciones de crecimiento del género Rhizobium.

Las bacterias del género Rhizobium son bacilos Gram. negativos miden de 0.5 - 0.9 um de
didmetro por 1.2 - 3.0 um de largo, son moviles, presentan un flagelo polar o subpolar, o de dos a
seis flagelos peritricos. Son comunmente pleomérficos bajo condiciones adversas de desarrollo, no
producen endosporas se puede desarroilar bajo tensiones de O, de 0.01 atmdsferas. Su temperatura

6ptima de desarrollo es de 25 - 30°C y su intervalo de pH entre 5.0 y 8.0.'%

Todas las especies utilizan un amplio nimero de carbohidratos como son: glucosa, sacarosa y
manitol. También requieren de compuestos inorganicos conteniendo nitrégeno (NH; y NO;).

Algunas cepas requieren ademds de biotina y de otras vitaminas solubles en agua."”

Algunas cepas tienen la habilidad de producir 4cido, obteniendo un maximo de 2 - 3ml de acido
0.IN por cada 100ml de medio liquido en 48hrs (Laird y West, 1938); esto se puede prevenir con
un medio amortiguado con buffer, aunque el pH puede bajar hasta 6.8 después de 144hrs. de
incubacién.®”

2.3 Medicién del crecimiento microbiano.

Antes de considerar el desarrollo de las poblaciones de células microbianas en detalle, es

importante considerar cdmo puede medirse este crecimiento.
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2.3.1. Peso seco celular:

El método mas usado para medir el crecimiento microbiano es secar volimenes conocidos de
cultivo celular lentamente hasta obtener un peso constante, Cuando se trata de células que
sedimentan rapidamente, esto usualmente implica centrifugacion de muestra de cultivo en tubos de
centrifuga prepesados, el lavado de la pastilla celular concentrado con solucién salina isoténica
seguida por recentrifugacion. Luego, las células concentradas se colocan en un horno a 90°C
durante unas 20 hrs, a 105°C durante 6 a 10 hirs, hasta que se haya alcanzado un peso constante.

La desventaja de este método es que son lentos y requieren voliimenes grandes de! cultivo.*"
2.3.2. Absorbancia:

A menudo se saca ventaja del hecho de que en una celda espectrofotométrica, las células
microbianas desvian la luz de modo que la cantidad de ésta que llega al detector del
espectrofotdmetro, esta relacionada directamente con el niimero de células presentes en la muestra
del cultivo de acuerdo con la ley de Lamber-Beer. Por lo general, se emplean longitudes de onda
alrededor de 600 nm. Es importante saber que como la absorbancia es afectada por el tamaiio y la
forma de las células, la relacion entre 1a absorbancia y el nimero de células cambia si el tamaiio o

la forma de éstas cambia durante el crecimicnto del cultivo,“®

En este método es importante medir el coeficiente para todo el experimento de crecimiento puesto
que no siempre es constante. Es posible que este coeficiente no sea constante a medida que la
densidad de células aumenta debido a la respuesta no-lineal del espectrofotometro a valores de
absorcion altos. Por lo tanto, es importante trabajar en el intervalo lineal mediante la dilucién
adecuada de las muestras del cultivo, de modo que la absorcidn esté directamente relacionada con

la densidad celular.“

2.3.3. Peso hiimedo:

Este quiere decir simplemente la centrifugacion o filtracion de muestras del cuitivo seguido por el

peso directo. Aunque es un método extremadamente rdpido, es importante estandarizar

7
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correctamente el procedimiento ya que se mide el agua tanto intra como extracelular, los cuales

pueden ocasionar errores considerables. %%

2.3.4. Vol de célul d

Mediante la centrifugacion de muestras del cultivo en tubos de centrifuga graduados se puede
determinar rapidamente el volumen de células empacadas (VCE). Este método es muy inexacto,

especialmente cuando se miden pequeilos cambios en la poblacién celular,“®

2.3.5. Nimero de células:

El crecimiento se puede determinar también en términos del nimero de células por litro. El nimero
total de células se puede medir colocando muestras de cultivo adecuadamente diluidas sobre un
porta objeto de microscopios graduados como los de Helber o los hematocitémetros y contando el

nimero de células con la ayuda de un microscopio.

Aunque este método es relativamente rapido y exacto, no distingue entre células viables'y no

viables, y resuita ser muy agotador para la persona que lo realice."9

2.4 Cinética de crecimiento.

El sistema en lote representa un crecimiento del microorganismo en donde no se afiade medio

nuevo al cultivo que se trabaja.
El ciclo de crecimiento se puede dividir en varias fases (Fig. 1):

Fase 1 lag: Representa un periodo de adaptacién para el crecimiento en un medio nuevo y

significa la sintesis de las enzimas requeridas para la evolucién en este medio.

Fase 2 o de aceleracién : Los microorganismos se empiezan a replicar, se reproducen a una

velocidad acelerada.
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Fase 3. Fase exponencial o fase log: Se habla de un crecimiento equilibrado donde los nutrientes
son consumidos continuamente y los productos finales del metabolismo se acumulan, por lo tanto,

el medio cambia constantemente al igual que la reproduccién de microorganismos.

Fase 4. Fase estacionaria: Los nutrientes del medio se agotan y dejan de reproducirse, si los

microorganismos producen 4cido se inhibe el crecimiento.

Fase 5. Fase de desaceleracion: Esta se caracteriza por ningin crecimiento neto. De hecho el
crecimiento puede estar ocurriendo, pero esta equilibrado por la rapidez de muerte o lisis celular .
Es comiin que la poblacion entre a la fase estacionaria como resultado de la disminucién de algin

nutriente esencial, formacién de productos téxicos o de un cambio en medio fisico.

Fase 6. Fase de declinacion o de muerte: Durante la fase estacionaria la rapidez de desaparicion
puede volverse mds alta que la rapidez de crecimiento, en cuyo caso disminuye la densidad de

células.

CINETICA TIPICA DE CRECIMIENTO

<
8 0,08 Ll 2 3 4 5 6
B N
o N
© 006 | \
Q p
<
8 o004
2 |
5
002 -
0,00 " 1 N ] L i 3 1 1 M 1 A i
5 10 15 20 25 30 35 40 45
HORAS

Fig. 1. Cinética tipica de crecimiente de un microorganismo en un medio intermitente o

sistema cerrado (lote) a la cual no se le adiciona medio al cultivo.
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2.5 Inclusiones en células procariétes y cucariotes.

Algunos microorganismos tanto procaridtes como eucarites poseen la capacidad enzimdtica de

sintetizar una variedad de material de reserva intracelular, "%

Estos materiales de reserva son definidos como metabolitos los cuales son sintetizados por
organismos bajo condiciones particulares como son condiciones de crecimiento no balanceado, esto
ocurre cuando cada uno de los macro o microelementos faltan totalmente o solo estan presentes en

concentraciones bajas.“"

El efecto de concentraciones anormales de fuente de carbono y nitrégeno (Fig. 2) en la sintesis de
materiales de reserva intracelular es conocido en el caso de material de reserva microbiano que

contiene carbono como glucogeno y PHB, 49
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Fig. 2. Condici de crecimi anormal y la sintesis microbiana de material de reserva

intracelular como son P-B—HA, P-HB, P-HV.#"
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El material de reserva de las células eucariéticas en forma de inclusiones celulares son usualmente
lipidos o polisacaridos. Las células eucariéticas como son levaduras, hongos filamentosos y células
animales acumulan glébulos de grasa intracelulares y polisacaridos intracelulares como son

almidén y glucogeno.¥'4®

En células procaridticas hay variedad de inclusiones intracelulares los cuales realizan las funciones
de material de reserva que son mucho mas diversos que en células eucariticas. Los materiales de
reserva son degradados cuando otros nutrientes disminuyen y son subsecuentemente utilizados

como fuente de carbono y de energfa por el organismo.!*®

Las inclusiones de las células procariéticas se dividen en dos grandes grupos que se muestran en la
Tabla 3.

Tabla 3. Inclusiones de células procariéticas.*"

No_unidas a membrana. Upidqs»a;-eyl—nbrana.
Granulos de glucégeno Poli glucosa
Granulos de poli fosfatos Poli-B-hidroxialcaloides (Poli-B-hidroxibutirato, Poli-B-

hidroxivalerato)
Ficobilisomas (biliproteinas) Vacuolas de gas

Tubulos Inclusiones de sulfuro
Microtubulos Carboxisomas
Proteinas Clorosomas

2.5.1. Materiales de reserva no nitrogenados.

Entre los organismos procaridticos estin muy extendidos dos tipos quimicamente diferentes de
materiales de reserva no nitrogenados, cada uno de los cuales constituye un almacén intracelular de

carbono o energfa.( Tabla 4).

Estos materiales son polisacéridos de glucosa (-1.4-glucanos) tales como el almidon, el glucégeno

y un poliéster de!l PHB. El primer tipo de sustancias también se presenta como material de reserva
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en muchos organismos procaridtes que no almacenan grasas neutras; por esto el PHB puede

considerarse el equivalente procaridtico de ese tipo de material.*

Tabla 4. Materiales de reserva no nitrogenados.

Distribucion de materiales Blzlg:in-i—cos no nilr(’)ge‘na(ios de reserva entre procaridticos.

A. Glucégeno
Cianobacterias (la mas representativa)
Bacterias entéricas (principales géneros, excepto los indicados en B)
Esporulados: numerosas especies de Bacillus y Clostridium
B. Poli-B-hidroxibutirato
Bacterias entéricas: géneros Beneckeay Photobacterium
Pseudomonas (espaecies varias)
Grupo Azotobacter (Azotobacter, Beijerinckia, Derxia)
Rhizobium
Moraxella (algunas especies)
Spirillum
Bacillus (algunas especies)
Sphaerotilus
C. Glucdgeno y Poli-B-hidroxibutirato
Cianobacteria (unas pocas especies)
Bacterias rojas
D. Material de reserva no demostrable
Pseudomonas (algunas especies)
Acinetobacter
.. Bacterias verdes

2.6 Descubrimiento del dcido poli-p-hidroxibutirato (PHB).

El PHB es el arcotipo poli-hidroxialcanoato (PHA) y fue el primero descrito como un importante
producto bacteriano por Lemoigne en 1923%%4), Desde el uso del microscopio en ¢l campo de la
microbiologia, el PHB muchas veces fue descrito como pequeiias “gotas de grasa” pudiendo ser
regularmente observado en muchas células bacterianas.!
Beijerinck (1888)>*" también observé que dentro de las células de Rhizobium (bacterias aisladas
de nédulos), se encontraban presentes grinulos y esta existencia fue descrita como glébulos
extremadamente refractales. Mds tarde, esto fue reconocido por muchos microbidlogos ya que
aquellos granulos “lipofilicos” se hicieron evidentes en muchas bacterias. La composicién del
PHB esclarecida por Lemoigne fue utilizando cepas de Bacillus spp y llevando acabo una lisis en
12
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agua destilada, observandose que el valor del pH decrecié debido a la formacién de un dcido
desconocido. Este dcido desconocido fue subsecuentemente fundido y se determino que era
idéntico al 4cido B-hidroxibutirico aislado de la orina de pacientes diabéticos %3931

Lemoigne en 1927 caracterizd al PHB y observo que esta involucrado en la esporulacién de
Bacillus spp, no es bien reconocido en las inclusiones de lipidos pero es acumulado por muchas
bacterias al entrar en la fase estacionaria de crecimiento o se usa con el fin de una reserva interna

de carbono y energia.5%*'*%

Anos mas tarde Forsithe y colaboradores (1958) fueron uno de los primeros grupos en demostrar
que muchas bacterias Gram. Negativas podfan sintetizar PHB y tener o no la capacidad de poder

ser usado como un determinante taxondmico. "

Durante el mismo aiio Williamson y Wilkinson (1958)*” desarrollaron uno de los primeros
métodos practicos para la determinacién cuantitativa del contenido de la biomasa bacteriana usando

hipoclorito de sodio, bajo condiciones controladas de temperatura 4"

2.7 Caracteristicas y propicdades generales del PHB.

2.7.1 Estructura primaria del PHB.

El PHB es un polimero lincal y macromolecular éptimamente activo (-)D-3-hidroxibutirico, es un
poliéster alifatico con un oxigeno carbonil alternando y grupos metil consigo a lo largo de la
cadena del polimero.™*" En PHB, un homopolimero, de unidades repetitivas es 4cido 3-

hidroxibutirico cuya estructura es:

en donde el valor de n puede ser extremadamente variable de 600 a mas de 35000 que depende
grandemente en un niimero de varios factores. Esta variacién del valor de n se ve afectado por:

13
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- El método de aislamiento (extraccion de granulos de PHB de la biomasa procariotica ).

- Agotamiento o fatiga del uso bacteriano (muerte bacteriana).

- El tipo de sustrato empleado.

- El tiempo de cosecha de las células, tiempo de incubacién del cultivo (curva de crecimiento).

- Y algunos otros factores limitantes del crecimiento,*®
2.7.2 Propiedades fisicas det PHB.

El PHB es un poliéster natural. Esta es una secuencia dentro del PHA tipo biopolimeros. PHB es
un termopléstico con un punto de fusidn cercano a 175°C y pertenece a la clase de biopolimeros
cristalinos con un alto grado de cristalirinidad. Dentro de las propiedades cristalinas, las
macromoléculas del PHB acepta la conformacion regular helicoidal con dos cadenas antiparalelas;

el biopolimero contiene Cs a Cjq componentes cristalinos.

Las propicdades fisicas del PHB son convencionalmente plasticas parecidas al polietileno y
poliestireno con respecto a la fuerza de tension y extension al rompimiento. Cabe enfatizar que las

propiedades fisicas del PHB dependen de!l peso molecular y pureza de la muestra de trabajo.?%?'4"

Las propicdades fisicoquimicas del PHB son relacionadas con el tamafio de pequefias esferas
formadas durante la cristalizacion, directamente relacionados a la microestructura.

Para llevar acabo una cristalizacién en un intervalo de 110°y 120°C. 4"

2.7.3 Propiedades de solubilidad del PHB.

Las propiedades de solucion de!l PHB tales como viscosidad, presidon osmética esparcimiento ligero
y dispersidn rotatoria 6ptica han sido extensivamente estudiadas. La solubilidad del PHB en varios
solventes se presenta en la Tabla 5.

La solubilidad del PHB en solventes orgénicos se ha utilizado para extraer el biopolimero del
medio hiimedo o usualmente de la masa microbiana seca en una escala piloto. La influencia de la
temperatura en la solubilidad del PHB puede ser efectivamente usada para su precipitacion en la

forma de un gel en el correspondiente solvente por una disminucién de la temperatura. Sin
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embargo una extraccién a altas temperaturas, es muy posible que ocurra la degradacion del peso

molecular,#47

Tabla 5. Solubilidad del PHB en diferentes solventes.™*

Altamente soluble en:

Cloroformo Etilencarbonato Dimetilformamida
Diclorometano Propilenccarbonato Etilaceto acetato
Di -tri, tetra-cloroetano Trifluoroetanol Trioleina
Dicloroacetato Anhidrido acético Acido acético
Hidroxido de Sodio IN Alcoholes (con mas de 3 dtomos de carbono)

Muy Soluble en: ’

Dioxano Tolueno
Octanol Piridina

Insoluble en:

H0 Acidos minerales diluidos Acetato de etilo
Metanol Hipoclorito de Sodio Etilmetilcetona
Etanol Dietileter Tetrahidrofurano
1-Propanol Hexano Etil formiato
2-Propanol Benceno Butil acetato
Ciclohexanol Ciclohexano Acido valérico

_Tetracloruro de carbono

2.8 Biosintesis del PHB.

En las ultimas dos décadas se han hecho investigaciones sobre la sintesis del poliéster y la
acumulacién por microorganismos pertenecientes a diversos grupos taxondémicos. El biopolimero
natural existe dentro del dcido hidroxialcanoico en donde se detecto,®®

Las bases enziméticas de la formacion del PHB recaen en tres enzimas que son responsables para
la acumulacién del biopolimero (Fig. 3). Bajo condiciones de exceso de carbono, se inhiben los

niveles de NADH y a su vez se inhibe citrato ( ciclo del dcido tricarboxilico) y entonces los niveles

15
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de acetil coenzima A aumenta. Para la produccion de PHB, dos moléculas de acetil-CoA son
condensadas por la enzima B-cetotiolasa. Acetoacetil-CoA es subsecuentemente reducida por
acetoacetil-CoA reductasa a 3-hidroxibutiril CoA el cual es polimerizado por PHB sintetasa para
formar el poli-B-hidroxibutirato, posteriormente comienza la degradacion del polimetro, que es
controlada al terminar la oxidacion del monémero 3-hidroxibutirato por la enzima 3-hidroxibutirato
deshidrogenasa la cual va a estar sujeta al producto de inhibicién por acetoacetato y
NADI-L(“"“‘”'“'“‘"’

Los niveles reducidos de coenzima A libre inducen la condensacion del Acetil CoA por medio de
acetil-CoA acetiltransferasa se cataliza hacia acetoacetil CoA y por lo tanto el PHB puede ser
formado. La enzima 3-cetotiolasa es la enzima que controla la biosintesis de PHB junto con la
cocnzima A, la cual es la llave de! metabolito efector,!!121341:4647)

En esencia, la sintesis de PHB es un sistema de almacenamiento de carbono de forma que sea inerte
osmdticamente; la sintesis del biopolimero también representa un método de necutralizar un
metabolito acido, ya que el grupo carboxilo libre del 4cido B-hidroxibutirico es eliminado mediante

la formacién de enlaces éster entre las subunidades del biopolimero,!! 113414647
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Fig. 3. Via general de produccion del PHB, A, enzimas involucradas en la biosintesis y
degradacién del PHB, B

2.9 Obtencion del PHB.

Un sin nimero de métodos se han empleado para la obtencién del PHB, la mayoria de estos
procesos de separacion involucran a solventes que para recuperarlos incurre significativamente en
el costo. Se han propuesto otros procesos de recuperaciéon del PHB como la de digestion diferencial

empleando hipoclorito de sodio (Willanson y Wilkinson 1958)%%,

esto causa degradacion severa
del PHB, transformando al PHB no apto para diversas aplicaciones. En orden de ventajas de
digestiones diferenciales y solventes de extraccién, se ha usado la dispersion de hipoclorito de
sodio y cloroformo (Tabla 6) para la obtencién del PHB. La hidrofobicidad del PHB y la
hidrofilicidad de la membrana celular forman la base de esta técnica. El hipoclorito de sodio aisla

al PHB de las células en la fase acuosa, entonces ¢l PHB liberado migra inmediatamente hasta la
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fase cloroformica, donde el cloroformo protege al PHB de una accién destructora por el

hipoclorito. 2"

Como una alternativa a los solventes, ha sido desarrollado por ZENECA métodos de digestion

enzimatica en medio acuoso.®™

Tabla 6. Papel que desempeiian el hipoclorito de sodio y cloroformo en la dispersion para la
obtencién del PHB.®”

Hipoclorito de sodio. Cloroformo.
‘e Destruccion celular. N e Extraccion de PHB.

e Control del peso molecular. e Proteccion al PHB del hipoclorito.
e Digestion de material no PHB. e Purificacion,

2.10 Métodos analiticos para la determinacién de PHB.

La determinacién gravimétrica del PHB de liofilizado seguido de una extraccion con cloroformo y
precipitacion con dictileter o acetona fue un prolongado método de estandarizacién. Un método
simple para la determinacién del PHB en biomasa bacteriana es el de disolver las células bajo
condiciones controladas de temperatura y tiempo en una solucién de hipoclorito de sodio. Bajo
estas condiciones todo el material celular con excepcion del PHB es completamente disuelto. Law
y Slepecky (1960)*™" describen la determinacién por fotometria cuantitativa (A=235 nm) segin fa
conversion de la extraccién provisional del PHB a acido croténico con H,SO4 concentrado.
Ademas, ¢l PHB puede ser determinado seguido de una extracciéon de células bacterianas por
absorcién infrarroja a 5.75 pm cuando el disolvente es el cloroformo (Juttner). Findlay y White en
1983 emplearon la cromatografia gas-liquido capilar junto con una fragmentografia espectral de
masas para la identificacion de poli-hidroxialcanoatos aislados de Bacillus megaterium. Otros
métodos como la pirdlisis en combinacién con cromatografia de gas, espectrometria de masas y
espectrometria RMN-protén, fueron usados por Morikawa en 1981 para identificar y caracterizar

bacterias poli-hidroxialcanoatos de Bacillus cereus y B. megaterium."*"
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2.11 Degradacién y aplicaci de polihidroxialcanoatos (PHA’s),

Los biopolimeros de alto peso molecular juegan un.papel importante en la naturaleza como
elementos estructurales o como componente de almacenamiento (ej. celulosa y almidon). Otros
polimeros de inmensa importancia para aplicaciones técnicas (ej. plasticos semejantes al
polietileno o poliestireno), estos materiales plasticos en contraste con los biopolimeros tienen
(dcidos nucleicos, proteinas y polisacaridos) casi ilimitado tiempo de vida. Desde entonces el
primer desarrollo de plasticos en el principio de este centenario ha sido la meta de la industria y la

ciencia (Tabla 7) para mejorar la resistencia de este material de los ataques microbianos.®®

Tabla 7. Posibles aplicaciones de los PHAs.®"

s Peliculas, bolsas y recipientes.

e Portadores biodegradables para la dosificacién de farmacos, medicinas, insecticidas y
fertilizantes.

e  Articulos como navajas de afeitar, utensilios, paiales y productos de higiene femenino.

e Alfileres quirirgicos, suturas, grapas y torundas.

» Estimulacion en el crecimiento de los huesos.

e Reemplazo de vasos sanguineos

Recientemente, la ciencia y la industria se han enfocado en el desarrolio y aplicacion de materiales
plasticos biodegradables. Los plasticos biodegradables son definidos por la Sociedad Americana
por Pruebas y Materiales como un plastico degradable en el cual la degradacion resulta de la accion
natural que ocurre por microorganismos semejantes a una bacteria, hongo y alga. En la naturaleza,
los polimeros son degradados preferentemente por reacciones hidroliticas. La biodegradacién es
influenciada por una serie de diferentes parametros ambientales (Tabla 8). Los parametros
fisicoquimicos y microbiolégicos del ecosistema, las propiedades primarias del material y el

procesamiento del material afectan la extensién de la biodegradacion,®®
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Tabla 8. Factores ambientalcs que influyen en la degradabilidad de los plisticos.”

Parametros Factores
Parametros fisicoquimicos de un ecosistema  Temperatura
pH

Contenido de agua
Contenido de oxigeno
Potencial Redox
Suministro de nutrientes
Presencia de inhibidores
Pardmetros microbiolégicos de un ecosistema
Densidad de la poblacion
Diversidad microbiana
Actividad microbiana
Distribucidén espacial de microorganismos

Propiedades primarias del material Composicion dei polimero
Peso molecular
Distribuci6n del peso molecular
Cristalinidad
Temperatura de transicion
Porosidad
Hidrofobicidad
Configuracion estérica

Procesamiento del material Tipo de procesamiento
Caracteristicas de superficie
Aditivos
Fibras

2.11.1 Clasificacién de pldsticos biodegradabl

Los plasticos biodegradables pueden ser clasificados cn varias categorias Fig. 5. El tipo de
degradacién (quimica, fisica, biolégica) en primer criterio. La biodegradacion tiene lugar bajo
cualquier condicién séptica o aséptica. Condiciones asépticas (condiciones estériles sin cualquier
actividad microbiana) son requeridas para aplicaciones médicas. Los polimeros son degradados por
reacciones hidroliticas y/o bioreabsorbidos bajo estas condiciones. En contraste, los polimeros
biodegradables para aplicaciones industriales son degradados bajo condiciones sépticas (sistemas
con actividad microbiana) por la catdlisis de microorganismos. Estos son dos tipos de materiales
plasticos degradables microbianamente, es decir polimeros degradables completamente y polimeros

consistentes un aditivo degradable y una matriz no degradable.®”
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Solubilizacién,  ——# Polimeros solubles.
QUIMICA < foloquimica. —* Aditivos fotosensibles,
Copolimeros
fotosensibles.
Oxidacién — Polimeros oxidables.
Aséptico, —Polimeros resorbibles.
POLIME
DEGRAMDE\'}}?_E BIOLOGICO Polimeros degradables.
Microbiano.
Aditivos degradables.
Mecénico, —sTodos los polimeros.
FISICA
\ Térmico. ~—»Todos los polimeros

Fig. 4. Clasificacién esquemitica de plisticos degradables.®

2.11.2 PHA’s que son plasticos biodegradables,

Los PHA’s formados por bacterias han sido usados recientemente como plasticos biodegradables
(Brandl et.al. 1990)®. Los PHA’s son biopolimeros bacterianos y son formados cuando ocurre un

almacenaje natural de poliéster en un gran niimero de microorganismos,®

Poli (3-hidroxibutirato) (P(3-HB)) es el representante mejor conocido de la familia de los PHA's.
Los microorganismos son capaces de incorporar mas de 60 tipos diferentes de mon6meros dentro
de los polimeros almacenados.®

Una serie de PHA’s con diferentes composiciones monoméricas (i.e. diferentes propiedades fisicas
y quimicas) pueden ser producidos para cualquier flexibilidad metabdlica por un organismo
particular para incorporar diferentes unidades de monémeros a la gran diversidad de
microorganismos que pueden formar PHA’s. En una escala bastante grande, los PHA’s son

producidos industrialmente por Zeneca Bio Products (Gran Bretafia) y es comercializado como un
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plastico biodegradable bajo el nombre de Biopol. Este producto es un copolimero consistente de 3-

HB y 3-hidroxivalerato (3HV) de unidades repetitivas.®%

2.11.3 Microorganismos degradantes de PHA’s.

Existen solo unos pocos datos disponibles de la degradacién extracelular de estos biopolimeros.
Aunque las primeras investigaciones de la degradacion de PHA por Pseudomona spp. fueron
disefiadas a principios de los 60°s, la siguiente Tabla 9 enlista a los microorganismos degradadores
de P(3-HB) la cual ha sido drasticamente expandida.®®

Tabla 9. Microorgani cay de degradar a los PHAs.®

AOrganismo Familia Grupo
Acidovorax facilis 777 Procariote 7 Gram negativo
Acidovorax delafieldii Procariote Gram negativo
Acremonium sp. Eucariote Deuteromyceto
Alcaligenes fecalis Procariote Gram negativo
Arthrobacter viscosus Procariote Gram positivo
Aspergillus sp. Eucariote Ascomycetos
Aspergillus fumigatus Eucariote Ascomycetos
Aspergillus penicilloides Eucariote Ascomycetos
Bacillus megaterium Procariote Gram positivo
Bacillus polymyxa Procariote Gram positivo
Cefalosporium sp. Eucariote Deuteromiceto
Cladosporium sp. Eucariote Deuteromiceto
Comamonas testosteroni Procariote Gram negativo
Comamonas acidovorans Procariote Gram negativo
Citofaga johnsonae Procarioto Gram negativo
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Informacion de microorganismos degradantes de PHA se ha hallado en sistemas marinos. Las

bacterias aerobicas Gram(+) asi como las Gram (-), sabemos que tienen {a habilidad para degradar
PHA.®?

Aunque la degradacion del PHA es extensiva en la naturaleza, enzimas depolimerizantes de solo un
numero limitado de organismos han sido descritos. Las depolimerasas de microorganismos
anaerobicos aun no han sido caracterizados. En mas casos el P(3-HB) ha sido usado como sustrato.
Las depolimerasas atacan preferentemente PHAs con unidades de mono6meros, otros con 3-HB han
sido encontrados solo en dos organismos (Muller y Jenddrossek 1993; Schirmer et. al. 1993).

Ademds del P(3-HB), depolimerasas de Alcaligenes fecalis, C t teroni,

P 1 I igne, Pseud pickettii y Pseudomonas stutzeri son capaces de usar

homopolimeros de 4 hidroxibutirato como sustrato.®

2.11.4 Técnicas para ia determinacion de biodegradacié

Existen métodos diferentes y técnicos para determinar la degradabilidad de los materiales plasticos.
Los métodos se basan en observaciones visuales de los materiales plasticos, determinados
cuantitativos de crecimiento microbiano cuando los materiales plasticos son usados como fuentes
de carbon, la utilizacion del polimero por microorganismos, determinacién de cambios en las
caracteristicas del polimero durante incubacion, y la determinacion de actividades microbianas

semejantes al consumo de oxigeno o produccion de gas.®”

Solo un muy limitado nimero de métodos de taboratorio; puede ser aplicado en el campo o en
prucbas  “in situ". Resultados de pruebas de laboratorio pueden rara vez ser transferidos a

condiciones en ecosistemas naturales por la complejidad de estos sistemas.®?
2.11.5 Aplicacioncs de los PHA's.

Los PHA's pueden ser usados para muchas aplicaciones industriales y médicas (Tabla 10) en donde
la biodegradacion ofrece una ventaja selectiva sobre los tradicionales plasticos basados en la
petroquimica. Sin embargo, corrientemente solo un muy {imitado rango de articulos hechos de PHA

estén comercialmente disponibles. Mas de las posibles aplicaciones estan bajo desarrollo.®”
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Articulos hechos acerca de PHA’s han anunciado que existe una biodegradacion completa en
ecosistemas naturales y son por lo tanto amigos del medio ambiente. Para todas las aplicaciones es
importante determinar los palmos de vida de los materiales en medios ambientales especificos, para
caracterizar los mecanismos de degradacion, y para describir los microorganismos envueltos en la
biodegradacion. Una meta importante en futuras investigaciones es la evaluacién ecotoxicoldgica

(acumulacién y toxicidad de intermediarios, y biocompatibilidad) de los materiales biodegradables

usados.®
Tabla 10. Produccién industrial y aplicaci de los PHAs. 4

Compaiiia B Area de interés T ) e
Berlin Corp. " Botellas hechas del BIOPOL. )
Biociencia Ltd. (Finlandia)  Aplicaciones médicas.
Bioventura, (Canada) Produccién de PHA’s por recombinantes.
Metabolix, Inc. (USA) Produccién de PHA's, plantas trangénicas Arabidopsis thaliana.
ZENECA (UK) Produccion de P(3HB) y P(3HB-co-3HV) por cultivo en lote de

Alcaligenes eutrophus.
ZENECA (UK) Produccion de PHA’s, plantas trangénicas

Arabidopsis thaliana
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general.
e Obtener y cuantificar el biopolimero poli-B-hidroxibutirato ( PHB ) de diferentes cepas del
género Rhizobium.

3.1.2 Objetivos particulares.

e Identificar la presencia del PHB en especies del género Rltizobium por diferentes métodos

cualitativos.

* Determinar la fase de crecimiento y donde se lleva acabo la mayor produccion del PHB.

e Estandarizar un método que permita ilevar a cabo la cuantificacion del PHB, por medio de

espectrofotometria en U.V.

o Evaluar los medios de cultivo y determinar en cual de ellos se tiene la maxima produccién de
PHB.
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4. JUSTIFICACION.

Debido al agotamiento de los recursos naturales no renovables como el petréleo y la bisqueda
de alternativas que sustituyan el'uso de plasticos obtenidos de la industria petroquimica y el
papel que juegan estos como un contaminante del medio ambiente se ha propuesto, como una
alternativa, el uso de bioplasticos producidos por bacterias, los cuales tiene como principal
caracteristica ser biodegradables, por lo tanto el presente trabajo se realizara para obtener un

bioplastico el cual es de gran interés a nivel industrial.

26



DESARROLLO EXPERIMENTAL

5. MATERIAL Y EQUIPOS.

Material biolégico. Rhizobium loti, Rhizobium phaseoli, Acido poli-B-hidroxibutirato de
Alcaligenes sp.
El material que se utilizara para el presente trabajo se menciona en el siguiente cuadro a excepcion

de! material de vidrio que es de uso comiin.

Autoclaves

Acido sulfirico.
Agua destilada.

Equipos ¢ Instrumentos. Reactivos. Medios,
e Incubadorasde 30°y 60°C e Tincién de Gram. e Medio rojo congo.”
e Potenciémetro. e Alcohol isopropilico. e Medio base..”
e Incubadora con agitacion ¢ Reactivo de Bradford. e Medio base liquido.””
(New Bruns Wick Scientific
Co. Inc).
s Espectrofotémetro o Solucién digestora.(” e Medio Rl liquido.”
Beckman
e Centrifuga Sorvall (RC-5 e Hielo seco. e Medio Rp liquido.”
Superspeed Refrigerated
Centrifuge)..
s Vortex. e Acctona. e Medio EPS Rp liguido.”
e Espectrofotometro  CARY e Hipoclorito de sodio al 6% y
13Een UV. 30%.
Termometros Graduados Cloroformo
Microscopio (olympus) Metanol.

) La composicién de los medios se

i en el Apéndi
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia, ubicado en la unidad de posgrado,
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo |,UNAM.

6.1, Purificacién y caracterizaciéon de las cepas de trabajo del género Rhizobium.

Las cepas de trabajo fueron R. phaseoli y R. loti las cuales se sembraron en cajas petri con medio
rojo congo de primo aislamiento del género Rhizobium (ver apéndice)*®*?, las cajas se incubaron a
30°C por 5 dias. Del crecimiento anterior se resembré en cajas con medio base (ver apéndice)*™?,
cada uno de las cepas de trabajo y se incub6 a 30°C por 3 dias, posteriormente se realizé la

caracterizacion e identificacion de la cepa de a través de pruebas bioquimicas, motilidad, Gram,
6.2, In6culo de crecimiento y produccién de biomasa:

Una vez purificadas las bacterias se siembran en medio base cada una de las cepas incubindose
durante 5 dias a 30°C; a partir de este crecimiento se prepard un indculo en 2 matraces Erlenmeyer
de 500 ml con 150 ml de medio de cultivo liquido base (ver la formulacion en el apéndice)®™?, Los

matraces fueron incubados en agitacién por 3 dias a 30°C a 200 rpm,

Se hicieron cinéticas de crecimiento por duplicado en matraces Erlenmeyer de 1000ml con 300m! de
medio liquido que contenia ¢l medio especifico para cada cepa ( con medio base liquido, medio Rl
liquido, medio Rp liquido y con medio para produccion de exopolisacarido de Rp), agregandoseles
10ml del inéculo anterior y se incubaron a 30°C con agitacion constante de 200 rpm durante 12 dias.
Para realizar las cinéticas de produccién se determino la densidad 6ptica a una A= 600 nm, se
tomaron 10ml del medio cada 24 hrs y se ley6 en un espectrofotéometro, realizando diluciones de la

muestra cada vez que fuera necesario durante los 12 dias que dura la cinética.

6.3. Aislamiento y tificacion del biopolimero exopolisacarido (EPS).

El aislamiento y cuantificacion del EPS se realizo después de haber leido la muestra a 600 nm, esta
se centrifuga a 15 000 rpm a 4°C durante 25 minutos al sobrenadante se le adiciona 3 veces su

volumen de alcohol isopropilico frio para precipitar el EPS, una vez obteniendo el biopolfmero se
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seco a 60°C ( método de peso seco utilizando papel filtro ) para obtener el rendimiento en ( g/l ).

6.4. Cuantificacién de proteinas ( método de Bradford ).

La cuantificacion de proteinas se hizo para cada una de las muestras por medio del método de

Bradford, el cual en resumen se realiza de la siguiente forma:

Preparacion del reactivo.

e 100 mg de azul brillante de Comassie.
* 50 ml de etanol al 95%.
* 100 ml de dcido fosforico al 85%.

e f[levar a 1000 ml con agua destilada.

Se disuelven 100 mg de azul de Comassie G-250 en 50 ml de etanol al 95%, a esta solucién se le

adicionan 100 ml de acido fosférico al 85% y se leva a un litro.”

Preparacion de los estindares de proteinas.

Se prepara un estandar de albiimina al 0.01% y se utiliza para realizar la curva de calibracién la cual

se detalla en la Tabla 11.

Tabla 11. Preparacion de los estindares para 1a curva de calibracién.

Sistemas 0 1 2 3 4 5
Soln. Stock Albumina al (0.01%) ul 0 200 400 600 800 1000
Agua destilada (ml). 1.0 0.8 0.6 0.40 0.20 0
Reactivo de Bradford (ml). 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Concentracion (pg/pl) 0 20 40 60 80 100
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Cuantificacién de proteinas para las muestras.

El paquete celular es resuspendido en 9 m| de H,O destilada y se mezcla por inversién o usando un
vortex, se transfiere en un tubo de ensayo de 12x100 mm, | ml de la solucién ( que contiene el
paquete celular ) y 1 ml de solucién digestora (Tris HCI 0.5M pH=6.8) los cuales son sometidos a
calentamiento a 100°C por 10 min. en bafio de agua. Una vez terminada la digestion se toma 0.1 ml
de la solucién ya digerida y se agregan 5 ml del reactivo de Bradford homogenizando (por
inversion). Posteriomente se lee la absorbancia a A= 595 nm, después de 2 minutos y antes de una
hora calculando la concentracién de proteinas de las muestras por interpolacion en una curva patrén.

E! blanco debera contener 0.1 ml del buffer adecuado y 5 ml del reactivo de Bradfo_rd.m
6.5. Obtenciéon del PHB, ( método cualitativo ).

Ensayo para la recuperacion del PHB.

A estos tratamientos sé sometio a cada una de las muestras con que se trabajé:

Choque Térmico:

El paquete celular es diluido con agua desionizada y tratado en varias ocasiones a congelacién-
descongelacion (con hielo seco y acetona) y calentamiento hasta destruir la membrana de las células,
posteriormente se le agrega cloroformo al paquete y se incuba por 24 hrs, una vez terminado el
tiempo de incubacidn se filtra la muestra a vacfo y al filtrado se le adicionan 5 m] de metanol,

.. . I 44
dejandola reposar hasta observar una precipitacion.t*?

Usando hipoclorito de sodio comercial, cloroformo y metanol:

El paquete celular se le adiciona una solucién de hipoclorito de sodio comercial (para destruir la
membrana celular) e inmediatamente después se le agrega 5 ml de cloroformo se incuba a 37°C por
24 hrs, después de haber transcurrido este tiempo la muestra se filtra y al filtrado se le adicionan 5 m|

de metanol dejar reposar hasta formacién de un precipitado 27214459
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Empleando una dispersion de hipoclorito de sodio al 30%-cloroformo y metanol:

Después de lavar el paquete celular se coloca en un tubo de ensaye de 20 ml. se le adicionan 10 m!
de una solucién (1:1) de hipoclorito de sodio al 30% y cloroformo (dispersién) se incuban a 37°C
por espacio de una hora. Una vez terminado el tiempo de incubacién se centrifuga la muestra a 8000
rpm. durante 10 minutos, obteniéndose 3 fases, la de hipoclorito de sodio, restos celulares y la
cloroférmica, la cual se extrae con una pipeta Pasteur para después ser filtrada. Al filtrado se le

adicionan 5 m! de metanol frfo se incuba a 4°C hasta observar un precipitado, (4104144535

6.6. Ensayo cn U.V. para la identificacién del PHB.

Una vez obtenido el biopolimero este se compara con un estandar de acido Poli-pB-hidroxibutirico de

Alcaligenes sp.

Se pesan cantidades equivalentes de estindar y muestra las cuales son sometidas a una digestiéon con
I ml de H,SO4 concentrado a 100° C por 10 minutos ( mismo tratamiento deben tener los blancos).
Después de cumplirse la digestion se enfrian las muestras, el estandar y el blanco en hielo o ha
temperatura ambiente. Se toman diferentes cantidades de muestra y estandar en pl (40, 60, y 80)
formando dos filas, a la primera fila se le adiciona 10 ml de H,0 destilada y a la segunda fila se le
agregan 10 ml de H,SO, concentrado. Estas muestras se utilizaron para realizar un barrido en el

intervalo de U.V. y comparar si la muestra tiene el mismo comportamiento que el estandar.5%*h%%

6.7. Cuantificaciéon del PHB por espectrofotometria en U.V.

Estos tratamientos se les hizo a cada una de las muestras trabajadas:

El precipitado obtenido de la dispersion fue tratado con 1 ml HSO4 concentrado y es sometido a
calentamiento en un bafio de agua a 100°C durante 10 minutos con el propésito de convertir al PHB a
acido croténico, se enfria fa muestra, la digestion de PHB es dilujda 1:10 v/v con agua destilada y
las muestras fueron leidas en un espectrofotémetro a una A = 209 nm, %549

El valor obtenido es interpolado en una curva de calibracién donde se utilizo un estandar de PHB

para obtener la concentracién de PHB en g/l presentes en las muestras,
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DIAGRAMA DE FLUJO

Proteinas

(BRADFORD)  pjgpolimero

El siguiente diagrama desglosa en resumen la metodologia a seguir para la obtencién y

cuantificacién del PHB.

7. DIAGRAMA DE FLUJO

Purificacién y caracterizacién de
Rhizoblum loti y Rhizobium ph i

Produccién del biopolimero en medio
de cultivo liquido.

Realizar una cinética de crecimiento-y produccién
tomando muestras
cada 24 hrs. durante 12 dias

l

Centrifugar la muestra a
15000 rpm. por 15 min.
ad4'C

Paquete cclular . Sobrenadante

———p Choque térmico
EXOPOLISACARIDO
(EPS)

Obtencién
del ____ | 5 Hipoclorito de sodio comercial

. . . Identificacién y
L——p Dispersién cloroférmica Cusntificacién por

espectrometria U.V.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.
8.1. Caracterizacién de las cepas de trabajo.
Los resultados de las pruebas realizadas para la identificacion de las cepas del género Rhizobium se
resumen en la Tabla 12 estos resultados nos permiten confirmar las caracteristicas del género
(morfologias, motilidad, temperatura),®4*5?

Tabla 12. Identificacién de las cepas de trabajo.

Pruebas Rhizobium loti Rhizobium ph li
Tincién de Gram - -
Motilidad + +
Morfologia Bacilo Bacilo
Produccion de dcido + +
Reaccion de leche tornasolada Dias Dias
Huésped®® Lotus corniculatus Phaseoli vulgaris
Aislamiento de nédulos del huésped®® + +

8.2. Curva estandar de proteinas (método de Bradford).
Para determinar la concentraciéon de proteinas en las muestras se hizo una curva estandar (por
triplicado) la cual se muestra en la Grifica 1 los valores promedio de esta curva se resumen en la Tabla

13,

Tabla 13. Valores obtenidos para la curva estindar de proteinas.

(PROTEINAS) ABSORBANCIA A 595 nm

13324

0 0
20 0.227
40 0.355
60 0.515
80 0.625
100 0.783
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CUR VA ESTANDAR DE PROTEINAS
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Grafica 1. Curva estindar empleada para determinar la tracion proteica de las diferentes
especics del género Rhizobium cuyos valores de regresion lineal son los siguientes:

¥ = 0.9983

m = 0.00674

b= 0.0864

8.3. Obtencion del PHB. ( método cualitativo ).

Los datos de la Tabla 14 representan la cantidad de precipitado obtenido empleando los diferentes
procesos para la extraccién del biopolimero.

Tabla 14, Obtencién de PHB empleando diferentes métodos de extraccién.

Bacteria Hipoclorito + Choque Térmico + Dispersién +
CH3O0H CH;OH CH;0H
R1 ++ + 4
Rp ++ + +++
Rl = Rhizobuim loti + = Poco precipitado.
Rp = Rhizobuim phaseoli ++ = Precipitado moderado

+++ = Precipitado abundante.
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El uso de hipoclorito de sodio junto con el cloroformo (dispersién cloroférmica reduce

significativamente el tiempo de obtencitn y la degradacién del PHB®**" mostrandose esto con la

formacion de un precipitado), procurando tener cuidado en el % de hipoclorito de sodio a usar, la

temperatura y tiempo de incubacion. asi como la temperatura de precipitacion del PHB en metanol a

4°C {41,47)

8.4. Identificacién del PHB.

La Tabla 15 representan los valores de absorbancia tanto del esténdar como de las muestras y la comparacién de

dichos valores entre ambos.

Tabla 15. Absorbancia del estindar y las muestras a las mismas longitudes de onda en H,SO;

concentrado y H,O.

Mouestra en Longitud de onda

[(T1)] {(nm) Absorbancia Diluyente
STD 80 209 1.0869 H,O

R! 80 209 0.4656 H,0
STD 80 235 1.5580 H,SO, conc.

R1 80 235 0.6026 H,S0, conc.
STD 60 209 0.6152 H,0

Rp 60 209 0.2875 H,O
STD 60 235 1.2545 H,SO;, cone.

Rp 60 235 0.5248 H,SO, conc.

STD = Estdndar de dcido poli-B-hidroxibutirico de Alcaliganes spp..
RI = Rhizobium loti,

Rp = Rhizoblum phaseoli.

1,0 = Agua

H;80; conc, = Acido sulfiirico concentrado.

Los datos representados en la Tabla 15 se muestran en el espectro de la Fig. 5
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( ESPECTROS DE ABSORCION
PHB EN ACIDO SULFURICO CONCENTRADO Y AGUA
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Figura 5. Anilisis de PHB por espectrofotometria en U.V,
8.4.1. Espectro de absorcidn,

En cl espectro de absorcion mostrado en la Fig 35 coinciden con lo reportado por Sun, Cao y
colaboradores(1994)*" entre el estandar y las muestras, esta similitud se observa en el pico

méximo reportado tanto a 210 nm como a 235 am,5*5159

Las diferencias que se observan en los valores de absorbancia entre el estandar y las muestras son
proporcionales, pero en el espectro no se ve reflejado, estas diferencias pueden deberse a que el

PHB tiene una estructura y pureza que dependen de algunos factores tales como:

- El método de aislamiento (extraccion de granulos de PHB de la biomasa procaridtica ).
- Agotamiento o fatiga del uso bacteriano (muerte bacteriana).
- El tipo de sustrato (fuente de carbono) empleado.

- Y algunos otros factores que fueron limitando el crecimiento.!*9
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8.5 Curva estindar det PHB.

Valores obtenidos de densidad optica del PHB a dos A (209 y 235 nm) y en dos diluyentes
(H2S04 concentrado y H>0).

Tabla 16. Valores de D.O. obtenidas para la cuantificacién de PHB ( curva estindar).

Densidad éptica utilizando H,SO4 cone. Densidad 6ptica utilizando H;O a una
a una A= 235 A=209
0.6028 0.3308
0.9608 0.7730
1.5488 1.1987
2.0802 1.5932
2.3893 1.8840
2.9289 22928
3.3582 2.7071
CURVA ESTANDAR DE PHB

T T

¥ L
128 16,0 19,2 224

Q01— . T T T
0,0 3,2 6,4 9,6 CEn
CONCENTRACION (mcg) TR
Grifica 2. Curva estindar de PHB, o
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8.5.1. Curva estindar de PHB.

La realizacion de las curvas estandar permitié observar el comportamiento del PHB a dos diferentes

longitudes (209 y 235 nm) para cuantificar la cantidad de PHB.
8.5.2. Curva estindar de PHB utilizande H;0 como diluyente:

Esta curva refleja un comportamiento lineal, indica que el PHB al ser sometido a una digestién con
H,SO4 concentrado es convertido a acido croténico™, se ve reflejado en el aumento de la D.O. con

respecto a la concentracion del estdndar,
8.5.3. Curva estindar de PHB utilizando H,SO, conc. como diluyente:

Esta curva también presenta un comportamiento lineal indica que el PHB a la digestién con H,SO,
concentrado es convertido a #cido croténico™ lo cual se observa en el aumento de la D.O. Ambas
curvas son buenas pero se decidié tomar la primera debido principalmente a la manipulacién de las

muestras, riesgo, rapidezy costo.

8.



RESULTADOS Y DISCUSION

8.6. Cuantificacién de los metabolitos obtenidos en la cinética de crecimiento (D.O.) y

produccion (g/l) para Rhizobium. loti,

En las Tablas 17-18 y Gréficas 3-4 se presentan los resultados de los cambios en densidad 6ptica y g/l
(EPS, proteinas y PHB) en los diferentes dias o tiempo de crecimiento, para las especies de
Rhizobium. loti.

Todos los valores mostrados en las tablas fueron el resultado de los promedios de cada cinética.

Tabla 17. Valores obtenidos en la cinética de crecimiento y produccién para Rhizobium. loti en

medio base,

Dia Densidad 6ptica EPS g/l Proteinas g/l PHB g/l
0 0.23 0 1] 0
1 1.14 0.8 0.3714 0.07084
2 2.27 1.35 0.4572 0.05428
3 3.02 2.16 0.4978 0.4678
4 3.28 2.54 0.4977 0.6089
5 3.92 3.38 0.978 2.4244
6 5.18 3.79 0.5079 1.8404
7 5.10 5.07 0.5282 1.4493
8 3.54 4.15 0.4767 2227
9 2.88 4.31 0.4898 1.6926
10 3.08 5.52 0.4833 1.7014
11 341 5.42 0.5227 0.5752
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Griifica 3. Cinética de crecimi y produccién de Rhizobuim loti e¢n medio base, se representa

la biomasa (densidad 6ptica), la produccién de exopolisacarido, proteinas y PHB en gramos por

litro.

8.6.1. Evaluacién de D.O. en medio base para Rhizobium loti.

Las graficas reflejan que para medio base los dias donde se observa la méxima D.O. sonel 6 y 7 esto
nos indica que la bacteria tuvo una adaptacion mds rapida en el medio base esto puede deberse a que la
bacteria es de crecimiento rapido ademas de que el preinéculo utilizado para el trabajo se obtuvo de
medio base por ende este crecimiento, 4"

No se percibe algin cambio en el medio (color, viscosidad), indicando que la bacteria presente

problemas para poder crecer y reproducirse en el transcurso de la cinética.

8.6.2. Evaluacion de EPS en medio base Rhizobium loti,

La mayor produccién de EPS en medio base se da en los dias 6 y 7 esto se esperaba debido a que el
EPS es un metabolito secundario; el cual tiende a aumentar su produccion en la fase estacionaria y es

excretada al medio.
40



RESULTADOS Y DISCUSION

8.6.3. Evaluacién de PHB en medio base Rliizobium loti .

La mayor cantidad de PHB producido por Rl en medio base se encuentra en los dias 5 y 8 que

representa el inicio de la fase estacionaria, transcurriendo la cinética hay disminucién de la cantidad

de PHB debido a que como se ha dicho el PHB es un material de reserva y como tal la bacteria la

aprovecha como fuente de carbono o nutriente, esto se observa por el aumento y disminucién de la

D.O. y en la disminucion en la produccién de PHB.

(57

Tabla 18. Valores obtenidos en la cinética de cr iento y prod bium. loti en
medio 6ptimo.

Dia Densidad dptica EPS g/l Proteinas g/l PHB g/t
0 0.725 0 0 0
1 129 0.44 0.4151 0.0463
2 2.82 1.1 0.4936 0.09644
3 3.1 1.86 0.4832 0.2736
4 3.78 313 0.4978 0.7018
5 4.434 3.2i 0.4977 1.2342
6 5.05 4.41 0.5100 0.9495
7 53 4.18 0.5260 0.9985
8 522 4.88 0.4862 1.6495
9 4.89 6.26 0.4789 0.6673
10 5.32 5.87 0.4971 0.5704
11 6.27 529 0.4499 0.4507
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Grafica 4. Cinética de crecimiento y produccién de Rhizobuim loti en medio 6ptimo, se

repr ta 1a bi (densidad éptica), 1a produccién de lisacirido, protei y PHB en

gramos por litro.

8.6.4. Evaluacion de D.O. en medio 6ptimo para Rhizobium loti.

La Grafica 4 muestra para el medio dptimo los dias donde se observa la mayor D.O.sonel 7y 11
este comportamiento predice que la bacteria no tuvo problemas para duplicarse en el medio dptimo

obtenido en el medio base.

Una observacion en la Grafica 3 y 4 es que a la D.O. en el medio base es mayor que en el medio
optimo lo que lleva a pensar en los componentes del medio ain siendo los mismos no estan en la
misma proporcion, también se observa una disminucién y aumento en la D.O. y esto se debe a la
disminucion de nutrientes que conlleva a este comportamiento.™" 3

No se percibe algiin cambio en el medio (color, viscosidad), indicando que la bacteria presente

problemas de crecimiento y reproduccién en el transcurso de la cinética.

42



RESULTADOS Y DISCUSION

8.6.5. Evatuacién de EPS en medio éptimo para Rhizobium loti .

La mayor produccién de EPS en medio 6ptimo se da en los dias 6 y 9 y de acuerdo a que el EPS es un
metabolito secundario, este tiecnde a aumentar en la fase estacionaria al ser considerado como un

material que la propia célula expulsa al medio.

En las dos cinéticas para Rl tanto en medio base como en medio 6ptimo el comportamiento del EPS y
la D.O. después de la fase estacionaria es inverso esto se puede observar en las graficas 3 y 4 que nos
muestra que después del dia 8 la biomasa disminuye y el EPS aumenta, el aumento del EPS se debe a

gran parte a que la bacteria no puede utilizarlo para su beneficio este se va acumulando.
8.6.6. Evaluacién de PHB en medio éptimo para Rhizobium loti,

La mayor cantidad de PHB producido por Rl en medio dptimo se encuentra en los dias 5 y 8 que es
representativo de la fase estacionaria en la cinética, transcurriendo la cinética hay disminucion de la
cantidad del PHB de acuerdo a la definicion que se le da al PHB como un material de reserva que
como ta! la bacteria la va aprovechando,™*" esto se observa por el aumento y disminucién de la D.O.
y en la disminucién en la produccion de PHB. En el medio 6ptimo es mds notorio este comportamiento
aclarando que la mayor cantidad de PHB se observa en el dia 8.

La mayor presencia de PHB en el medio base se puede justificar a que el PHB es un 4cido y el medio
base no contiene ningtin componente para el cual disminuya la produccion de este acido, al contrario
del medio 6ptimo este contiene cloruro de calcio el cual tiene una funcién de amortiguador que no
permite que el medio se acidifique por lo que el dia de mayor produccién de PHB se encuentre en el

dia 8 y no en el 5 y 8 como sucede en el medio base."!*)
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8.7. Cuantificacién de los metabolitos obtenidos en la cinética de crecimiento (D.O.) y
produccién (g/) para Rhizobium. phaseoli.

En las Tablas 19-21 y Graficas 5-7 se presentan los resultados de los cambios en densidad dptica y
g/l (EPS, proteinas y PHB) en los diferentes dias o tiempo de crecimiento, para las especies de
Rhizobium phaseoli.

Todos los valores mostrados en las tablas fueron el resultado de los promedios de cada cinética.

Tabla 19. Valores obtenidos en la cinética de crecimiento y produccién para Rhizobium
phaseoli en medio base,

Dia Densidad 6ptica. EPS (g/) Proteinas (g/l) PHB (g/)
0 0.32 0 0 [}
1 0.94 0.48 0.4670 0.2320
2 2.06 112 0.5390 0.6220
3 3.14 3.03 0.5485 0.3937
4 3.29 240 0.5122 0.5219
5 4.38 235 0.5253 1.5461
6 4.74 2.67 0.5151 1.6144
7 3.61 3.07 0.4784 1.8048
8 3.75 391 0.4883 2.0880
9 3.50 5.06 0.4999 0.8288
10 2.68 4.99 0.4995 1.2044
11 2.65 4.81 0.4956 0.9478
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Grifica 5. Cinética de cr y produccion de Rhizobuim phaseoli en medio base, se

representa la biomasa (densidad éptica), la produccién de exopolisacirido, proteinas y PHB

en gramos por litro.

8.7.1. Evaluacién de D.O. en medio base para Rhizobium phaseoli.

En los resultados mostrados anteriormente se observa que para la cepa de Rhizobium phaseoli en
un medio base la maxima D.O obtenida se obtuvo el dia 6 presentandose posteriormente una
disminucion de esta debido a que los nutrientes en ¢l medio comienzan a agotarse, hasta llegar a
una muerte celular, sin embargo podemos decir que la bacteria en este dia logro alcanzar su

maximo crecimiento. "

8.7.2. Evaluacion de EPS en medio base para Rhizobium phaseoli.

En la produccion de EPS bacteriano en este medio de cultivo de acuerdo a la tabla 19 y la grafica 5
se observa que el dia 9 de la cinética se logra tener la méxima produccién de este metabolito,

comparado con la D.O. obtenida en este dfa se tiene que la bacteria se encuentra en su fase

estacionaria de crecimiento en la cual las células ya no contindian creciendo ( el crecimiento de los
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m.o) y por tanto la bacteria no requiere de ninguna fuente de nutrientes y debido a esto el EPS es

excretado al medio de cultivo al no ser utilizado.

8.7.3. Evaluacién de PHB en medio base para Rhizobium phaseoli.

Por otra parte en este mismo gréfico y tabla para el PHB se obtuvo una maxima produccién el dia 8

que comparativamente con las cinéticas de crecimiento bacteria, en este periodo la bacteria se

encuentra en su fase estacionaria de crecimiento, por lo que cabe recordar que el PHB son

inclusiones citoplasmaticas de lipidos las cuales se incrementan en la fase estacionaria de

crecimiento, con el fin de usarse como fuente interna de carbono y energia, para ser utilizados

cuando la bacteria lo requiera, mostrandose claramente este comportamiento en el grafico.

{1.41,52)

Tabla 20. Valores obtenidos en la de er y prod para Rhizobium
phaseoli en medio 6ptimo.
Dia Densidad dptica EPS g/l Proteinas g/l PHB g/
0 0.345 0 0 [
1 1.29 0.50 0.5001 0.0122
2 1.95 0.56 0.4885 0.0137
3 246 093 0.4755 0.0410
4 2.75 2.21 0.5044 0.1023
5 3.1 2.54 0.4929 0.1039
6 249 2.82 0.4943 0.7849
7 244 3.16 0.4842 0.8875
8 2.36 2.87 0.4610 0.2490
9 2.32 2.19 0.4929 0.2462
10 2.39 2.15 0.4900 0.2408
11 224 1.98 0.4668 0.2381
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Grifica 6. Cinética de crecimiento y produccién de Rhizobuim phaseoli en medio éptimo, se
representa la biomasa (densidad 6ptica), 1a produccién de exopolisacdrido, proteinas y PHB

en gramos por litro.

8.7.4. Evaluacién de D.O. en medio 6ptimo para Rhizobium phaseoli.

En los resultados mostrados en la tabla 20 y grafica 6 se tiene un valor maximo de D.O. obtenido en
el medio de cultivo 6ptimo para crecimiento de Rhizoblum phaseoli, fue el dia 5, aunque en el
grifico se observa un crecimiento constante y un periodo de adaptacién corto los resultados de
D.O. obtenidos son bajos con respecto al medio base, lo cual se debié posiblemente al inéculo
bacteriano proveniente de un preindculo realizado en MB y al ser inoculado en el medio éptimo
para Rp no lograron adaptarse algunas de las bacterias inoculadas al medio obteniéndose estos

valores de D.O. bajos.("*"

8.7.5. Evaluacion de EPS en medio éptimo para Rhizobium phaseoli.

En los resultados de EPS obtenidos se puede ver que en el dia 7 se encuentra la maxima

produccién de este, la produccion se tiene cuando la bacteria se encuentra en la fase estacionaria de

47



RESULTADO Y DISCUSION

crecimiento la cual indica no hay requerimientos de nutrientes por parte de las bacterias y por lo

tanto el EPS es excretado por estas.

8.7.6. Evaluacién de PHB en medio 6ptimo para Rhizobium phaseoli.

En la produccién de PHB utilizando el medio de cultivo éptimo, los resultados muestran su maxima
produccién en el dia 7 que comparativamente con la D.O en este dia se encuentra la fase
estacionaria de crecimiento bacteriano confirmando de este modo que es un metabolito almacenado
como fuente de carbono y energia en la fase estacionaria de crecimiento bacteriano ocurriendo

posteriormente una disminucién de este debido a que la bacteria lo utiliza al iniciar su fase de

muerte. MY
Tabla 21. Valores obtenidos en la cinética de crecimiento y produccién para Rhizobium
phaseoli en medio para produccién de exopolisacérido (EPS).

Dia Densidad Optica EPS g/l Proteinas g/l PHB g/
0 0.4930 0 0 0
1 0.6570 0.4 0.4307 0
2 1.422 0.83 0.5108 0.0287
3 273 1.35 0.4810 0.1088
4 2.56 1.52 04774 0.0963
5 2.88 2.06 04514 0.1419
6 3.08 2.65 0.4891 0.3194
7 3.80 2.58 0.4954 0.6806
8 3.56 2.72 04738 1.0063
9 3.04 225 0.4644 0.3489
10 295 2,75 0.4787 0.1710
11 224 2.70 0.4688 0.3871
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Grifica 7. Cinética de crecimi y produccion de Rhizobuim phaseoli en medio para

produccién de EPS, s¢ representa la biomasa (densidad éptica), la produccién de

exopolisacarido (EPS) , proteinas y PHB en gramos por litro.

8.7.7. Evaluaciéon de D.O. en medio para produccién de EPS para Rhizobium phaseoli.

En la tabla 21 y grafica 7 se muestran los resultados obtenidos en la cinética de crecimiento de Rp
en medio 6ptimo para la produccién de EPS, se observa el méximo valor de D.O. se tiene al dia 7,
en este medio los valores de D.O. también son bajos comparativamente a los obtenidos en MB. Por

lo tanto podemos decir que igualmente no se logro una adecuada adaptacion al medio.

8.7.8. Evaluaciéon de EPS en medio para produccién de EPS para Rhizobium phaseoli.

En cuanto a la produccién de EPS en este medio de cultivo se tiene que ¢l dia 8 es el dia de mayor
produccion para nuestra bacteria, sin embargo los valores obtenidos en este caso no reflejan una alta
produccién con respecto a los otros medios de cultivo probados, sin embargo esta no es nula y al

mismo tiempo podemos ver que la bacteria durante su crecimiento empleo a éste y llegando a la
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fase estacionaria al no presentarse crecimiento celular fue expulsado pudiendo de esta manera

obtener esta méxima produccion.
8.7.9. Evaluacién de PHB en medio para produccién de EPS para Rhizobium phaseoli.

En este grafico encontramos que la méxima produccién de PHB se obtuvo el dia 8 y 10, siguiendo

el comportamiento ya conocido de estas inclusiones lipidicas funcionando como fuente de reserva

de energia y carbono.4?

8.8. Tiempos de produccién (tp)

La Tabla 22 muestra el tiempo de produccién de los metabolitos obtenidos durante la cinética para

las dos cepas de trabajo, las cuales se determinaron mediante las siguiente formula:
t=In2/p

Tabla 22. Tiempo de produccién de EPS y PHB,

Medio. EPS t, g/l por dia PHB t, g/l por dia
MB R! 2.41 0.59
Rl 1.59 0.81
MB Rp 3.12 1.99
Rp 1.98 0.88
M EPS Rp 3.15 1.26
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GRAFICA 8.Tiempos de produccionde
EPS y PHB en los diferentes medios
de cultivo
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Grifica 8. El presente histograma nos repr ta la produccién de los metabolitos a

estudio de la cinética de crecimiento y produccién en los diferentes medios de cultivo.

8.8.1. Evaluacién de los tiempos de produccién del EPS y PHB en los diferentes medios de
cultivo.

En la tabla y grafica anterior se observan los tiempos de produccidn tanto de Rhizobium loti como
de Rhizobium phaseoli. Teniendo para Rhizobium loti en medio base el mejor tiempo de
produccién (tp) para PHB ( 0.59 g/l/dia) y para EPS el medio optimo ((1.59 g/l/dia). Estos
resultados eran esperados debido a la composicion de los medios ya que el medio base se empleo

para el mantenimiento de la viabilidad de la cepa y el medio 6ptimo para la produccién de EPS.

Con respecto a Rhizobium phaseoli se observa que el medio dptimo se obtuvo en el medio Rp el
mejor tiempo de produccién para EPS (1.98 g/l/dia) y el mejor tiempo de produccién para PHB
también se obtuvo en éste medio 6ptimo para Rp siendo de (0.88 g/i/dia) lo que nos indica que este

medio la bacteria tiene los nutrientes necesarios para excretar al medio el EPS y PHB y no hacer

uso de el.
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9. CONCLUSIONES.

Se observo mayor precipitacién por el método de dispersion cloroférmica.

(Y Sy

La mayor produccién de PHB, se localizo en la fase estaci ia de cr para las

cepas de Rhizobium lotiy Rhizobium phaseoli.

Se determino la A mdxima para cuantificar el PHB a 209 y 235 nm

una digesti6

con H;SO, concentrado.

La mayor producciéon del PHB (2.4244 g/1) en la cepa de Rhizobium loti, se obtuvo en el medio
de cultivo base con un tiempo de incubacién de 5 dias. asi como el mejor tp ( 0.59 g/l por
hora).

La mayor produccién del PHB (2.0880 g/1) en la cepa de Rhizobium phaseoli, se obtuvo en el

medio de cultivo RP con un tiempo de incubacion de 8 dias, el mejor tp se presento en el

medio éptimo ( 0.88 g/l por hora).
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SUGERENCIAS

10. SUGERENCIAS.

Emplear diferentes fuentes de carbono y componentes del medio para determinar en cual de

ellas se lleva acabo una mayor produccién de PHB.

Tomar como referencia los tiempos de produccién para conformar una metodologia en la

cual se pucda prolongar la fase estacionaria para la produccién del PHB.

Emplear el pH como un factor a controlar c¢n el transcurso que dura la cinética.

Proponer otras prucbas fisicas y quimicas para la caracterizacién del PHB (punto de fusién,

fuerza de tensién, extensién al rompimiento, t. de particula, etc.).

Empl i para disminuir el costo de obtencién del PHB (eliminacién de grandes

cantidades de solventes).
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APENDICE

11. APENDICE
AGAR MEDIO BASE (MB)
COMPONENTES g/l
K,HPO, 1.66
MgSO, 0.76
NaCl 0.26
EXTRACTO DE LEVADURA 1.0
MANITOL 10.0
FeCl; 0.1
AGAR BACTERIOLOGICO 20.0
Preparacién:
Disolver los componentes en un litro de agua destilada, cal do | hasta su disolucié
completa.

Distribuir en matraces de 500 ml con 200 m! del medio y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
121°C.

pH = 7.0
AGAR MEDIO BASE ROJO CONGO
COMPONENTES e/l
K;HPO, 1.66
MgSO, 0.76
NaCl 0.26
EXTRACTO DE LEVADURA 1.0
MANITOL 20.0
FeCl, 0.1
ROJO CONGO 0.002
AGAR BACTERIOLOGICO 20.0
Preparacién:
Disolver los componentes en un litro de agua destilada, calentando | hasta su disolucién
completa.

Distribuir en matraces de 500 ml con 200 mi del medio y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
121°C.

pH = 7.0
AGAR MEDIO DE CULTIVO PARA Rhizobium loti (Rl)
COMPONENTES g/l
K:HPO, 1.66
MgSO, 0.40
NaCl 0.10
EXTRACTO DE LEVADURA 1.50
MANITOL 25.0
FeCly 0.10
AGAR BACTERIOLOGICO 20.0
Preparacion:
Disolver los componentes en un litro de agua destilada, cal do | hasta su disolucion
completa.

Distribuir en matraces de 500 ml con 200 m! del medio y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
121°C.
pH = 7.0



APENDICE

MEDIO DE CULTIVO OPTIMO PARA Rhizobium loti (Rl)

COMPONENTES

K,HPO,
MgSO,
NaCl
EXTRACTO DE LEVADURA
MANITOL
FeCl,
CaCO;
Preparacion:
Disolver los componentes en un litro de agua destilada.

gl

1.66
0.40
0.10
1.50
25.0
0.10
1.50

Distribuir en matraces de 1000 ml con 300 ml del medio y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a

121°C.
pH = 7.0
AGAR MEDIO DE CULTIVO PARA Rhizobium phaseoli (Rp)
COMPONENTES g/l
K,HPO, 1.16
MgSO, 1.01
NaCl 0.10
EXTRACTO DE LEVADURA 1.50
MANITOL 10.0
FeCl, 0.15
AGAR BACTERIOLOGICO 15.0
Preparacién:
Disolver los componentes en un litto de agua destilada, calentando lentamente hasta su disolucién
completa.
Distribuir en matraces de 500 ml con 150 ml del medio y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
121°C.
pH = 7.0
MEDIO DE CULTIVO OPTIMO PARA Rhizobium phaseoli (Rp)
COMPONENTES gl
K,HPO, 1.16
MgSO, 1.01
NaCl 0.10
EXTRACTO DE LEVADURA 1.50
MANITOL 10.0
FeCly 0.15

Preparacion:

Disolver los componentes en un litro de agua destilada

Distribuir en matraces de 1000 ml con 500 mi del medio y esterilizar en
al2l°C,

pH = 8.0

lave durante 15
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APENDICE

MEDIO DE CULTIVO OPTIMO PARA PRODUCCION DE
EXOPOLISACARIDO Rhizobium phaseoli (EPS)

COMPONENTES g/l
K,HPO, 1.16

MgSO, 0.73

NaCl 0.10
EXTRACTO DE LEVADURA 0.76
SACAROSA 25.0

FeCl 0.15

CaCO, 1.70

Preparacion:

Disolver los componentes en un litro de agua destilada

Distribuir en matraces de 1000 ml con 500 ml del medio y esterilizar en autoclave durante 15 minutos
al121°C.

pH = 80
COMPLEMENTO DEL MEDIO (EPS)
COMPONENTES ml /cada 300 ml de medio (EPS)
AL(SO4); 3.0ml
FeCl; 3.0 ml
MnSO, 3.0ml
BIOTINA® 1.0 ml
AMPICILINA - 3.6 ml

Preparacion:

Pesar 342.15 mg de Al,(SO4); y diluir en 100 ml de agua destilada.
Pesar 676.00 mg de MnSO, y diluir en 100 ml de agua destilada.
Pesar 270.20 mg de FeCl;y diluir en 100 ml de agua destilada.

© Esterilizar a 101 1b por 10 minutos.

SOLUCION DIGESTORA

COMPONENTES
TRIS 0.5, pH = 6.8 1.0 ml
AGUA DESTILADA 4.0 ml
GLICEROL 0.8 m!
SDS AL 10% EN AGUA DESTILADA 1.6 ml
2-B-MERCAPTOETANOL 0.4 ml
AZUL DE BROMOFENOL 0.2 ml

AMORTIGUADOR TRIS-HC10.5 pH = 6.8

COMPONENTES g/l
TRIS-BASE 6.0

Ajustar a pH = 6.8 con HCI IN

Llevar a 100 ml con agua destilada y almacenar a 4°C
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