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Iv. RESUMEN

Sinorhizobium meliloti es una bacteria con la capacidad de establecer relaciones
simbidticas con leguminosas del género Medicago, al cual pertenece la alfalfa (Medicago
sativa). Esta leguminosa es uno de los principales cultivos forrajeros producidos en el
pais. La relacion bacteria-leguminosa permite obtener el nitrébgeno necesario para el
desarrollo de la planta a través de la Fijacion Bioldégica de Nitrégeno (FBN). Esta
representa una alternativa viable al uso de fertilizantes quimicos, los cuales conllevan
dafios significativos en el ambiente, tales como: la liberaciéon de dioxido de carbono
(Jensesn & Hauggaard-Nielsen, 2003), amonio, metano (Mosier, 2001), 6xidos de
nitrégeno (Jenkinson, 2001; Mosier, 2001; Ledley et al., 1999); contaminacion del agua
(Morales et al., 2011; Jenkinson, 2001); eutrofizacion de las aguas superficiales
(Vollenweider et al., 1980) y repercusiones en la biota del suelo (Caballero-Mellado y
Martinez, 1999).

Lo que se busca es producir una formulacién liquida a partir del cultivo sumergido de S.
meliloti para ser aplicada en campo como fertilizante. Obtener un inoculante, implica
considerar el procesamiento del medio base, la cuenta celular en el producto final, la
eficiencia del organismo en campo, la conservacion del producto y las condiciones del
suelo.

Las condiciones del suelo en México varian en multitud de parametros tales como el pH,
temperatura, sales, niveles de hidratacién, contenido de metales, etc. El estrés por pH
externo constituye un factor limitante en la sobrevivencia y desarrollo de S. meliloti (de
Lucena et al., 2010). En este sentido, el presente proyecto consistié en estudiar el efecto
del pH en el cultivo sumergido de S. meliloti. Para reconocer el efecto especifico del
estrés por pH sobre la viabilidad, velocidad especifica de crecimiento, produccién de
exopolisacaridos (EPS) y poli-B-hidroxibutirato (PHB). Con el objeto de identificar la
condicion mas favorable para la produccion de una formulacién liquida con altas cuenta
celulares y produccién de polimeros de reserva.

Los resultados sugieren que S. meliloti es muy sensible a condiciones de pH &cido. Esto
impacta en su velocidad de crecimiento y la viabilidad del cultivo. Las condiciones neutras
y alcalinas (pH 8 y 9) promovieron cuentas celulares de hasta 10° UFC/mL. Alcanzando
mayores velocidades de crecimiento en valores de pH neutro y 8. La generacion de EPS y
PHB dependié de la condicion de pH. La produccion de EPS fue mayor en la fase
exponencial de crecimiento del microorganismo, mientras que la generacion de PHB
comenzo al final de la fase exponencial. Los resultados proponen que i) S. meliloti ve
afectado su crecimiento por condiciones de estrés acido, no asi por pH neutro y alcalino,
ii) la generacion de polimeros de reserva esta en funcion de la etapa de crecimiento
donde se desarrolla S. meliloti y al estrés por pH.



v. INTRODUCCION

Los fertilizantes proveen a la planta de los macro y micro nutrientes necesarios para su
desarrollo. Estos se encuentran naturalmente en el ambiente. Si se desea obtener mejor
calidad y mayores rendimientos de los cultivos el uso de fertilizantes se vuelve
imprescindible. Estos proveen los nutrientes que al suelo le faltan para el correcto
desarrollo de la planta. Pueden ser de naturaleza primaria, secundaria o aquellos que
proporcionan micronutrientes (FAO 2002, SAGARPA).

Un nutriente importante para el desarrollo de la planta es el nitrégeno (Erismar et al.,
2004). Su produccién por medio de su conversion a compuestos amoniacales, representa
58 x 10° m® de CO, por afio (Jensen & Hauggaard-Nielsen, 2003).

Una alternativa que puede disminuir la aplicacién de los fertilizantes quimicos y la
disminucion de los dafios al ambiente es la fijacion bioldégica de nitr6geno, por sus siglas
FBN (Alarcon et al., 2000). La FBN es un proceso de reduccion de N, a determinadas
moléculas nitrogenadas como amonio y nitrato, por medio del complejo enzimatico
nitrogenasa, el cual es parte de la constitucién celular de algunos tipos de células
procariotas. Se identifican dos tipos de bacterias las de vida libre y simbioticas estas
tltimas necesitan formar asociaciones para fijar N, (Madigan et al., 2009).

Las bacterias que colonizan la raiz de la planta se denominan rizobacterias (PGRP, por
sus siglas en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Sinorhizobium meliloti
pertenece a la familia Rhizobiaceae. La mayor parte de los rizobios, nombre genérico de
las bacterias Gram-negativas fijadoras de nitrégeno, son del orden VI, Rhizobiales de la
clase |, a-proteobacteria (Kuykendall et al., 2005). Simbioticamente S. meliloti es capaz de
nodular la raiz de la alfalfa (Reeve et al., 2006). Un efecto inherente de la simbiosis, es la
fijacion de nitrégeno por la bacteria y el aprovechamiento del mismo por parte de la
planta.

De ahi la importancia de desarrollar formulaciones liquidas que contengan alta viabilidad
de la bacteria S. meliloti para ser aplicadas como biofertilizantes. Sin embargo, el cultivo
de un microorganismo especifico en laboratorio no garantiza su efectividad en campo
(Stephens & Rask, 1999). Debido a una multitud de factores biéticos y abiéticos a los que
se tiene que enfrentar en el ambiente, uno de ellos el pH.

El estrés por el pH externo constituye un factor limitante en la sobreviviencia y desarrollo
de S. meliloti (de Lucena et al., 2010). La relacion entre la acidez del suelo y las
poblaciones de rizobios nativas guardan una importante relacion (Brockwell et al., 1991).
En el caso del pH del suelo podria ser posible seleccionar cepas que se adapten
tempranamente a las condiciones que enfrentaran en el suelo, lo cual puede llegar a
impactar en su competitividad, en el proceso de nodulacién y en la efectividad de la
fijacion de nitrégeno (Toro, 1996).

Por las razones anteriores en este trabajo se reporta el efecto del pH en el cultivo
sumergido de S. meliloti, con el objeto de reconocer aquella condicion donde el cultivo
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alcance mayores viabilidades, velocidades de crecimiento y produccion de polimeros
intra-extra celulares. Con el objetivo final de que su competitividad y efectividad en campo
se vea beneficiada.

En el presente trabajo se comienza por describir el papel de los fertilizantes en la
agricultura y sus efectos en el ambiente. Se analizan los efectos de la FBN y cémo puede
ayudar a reducir el uso de fertilizantes quimicos nitrogenados. Se explica brevemente el
modelo de invasion bacteria-hospedero e iniciacion de la actividad simbibtica. Son
mostradas las principales caracteristicas fenotipicas, genotipicas, bioquimicas,
taxondmicas y metabolicas que identifican a S. meliloti. Se plantea el papel de los
exopolisacéaridos y del polihidroxibutirato en el proceso de nodulacién, asi como, el efecto
en la supervivencia de esta bacteria, sin olvidar aspectos como su sintesis y degradacion.
Son tratados temas como las caracteristicas de los biofertilizantes y de equipos como los
biorreactores que fueron el medio por el cual se pudo llevar a cabo nuestro estudio. Por
ultimo, se describen los estudios mas recientes en cuanto al efecto del pH sobre S.
meliloti.

Posteriormente se presentan la justificacion, el alcance, los objetivos para la realizacién
de este proyecto. El estudio se llevo a cabo en biorreactores con volumen de trabajo de
1L. Se caracterizaron a través de su coeficiente de transferencia de masa respecto a
diferentes condiciones de aireacion y agitacion. Las cinéticas de crecimiento de S. meliloti
en cultivo sumergido se realizaron a nivel matraz y posteriormente se usaron birreactores.
En estos ultimos fue posible manipular las condiciones de pH, temperatura y oxigeno
disuelto. Dentro de los métodos analiticos se hicieron modificaciones en la metodologia
propuesta por Law & Slepecky (1960) para cuantificar el PHB. La generacién de EPS se
cuantificO por gravimetria a partir de su deshidratacion y posterior precipitacion en
presencia de un alcohol. El crecimiento y la viabilidad celular fueron evaluados por
métodos espectofotométricos, gravimétricos y de cuenta en placa.

En los resultados obtenidos se presentan primero los aspectos relacionados con la
caracterizacion de la cepa y del reactor. Le siguen, los resultados de las técnicas
analiticas y su precision para cuantificar el PHB y la fuente de carbono. Se describe el
comportamiento cinético en matraces y reactores. Se acompafa esta descripcién con
resultados sobre la viabilidad, produccion de polimeros y variables de control de proceso.

Por Gltimo, se presenta un resumen y se concluye acerca de los resultados obtenidos. Se
plantean una serie de sugerencias y/o perspectivas acerca del rumbo que pueden dar
continuidad a futuros proyectos.



VI. ANTECEDENTES

a. Importancia de los fertilizantes

De acuerdo con las proyecciones de crecimiento poblacional del Banco Mundial, hasta el
90% del aumento en la necesidad de alimentos tendr& que provenir para 2020 de campos
ya cultivados. Se estima que para 2015, habra un promedio de 600 millones de personas
en hambruna (FAO-IFA, 2002). De ahi la importancia de introducir en el campo nuevos
sistemas agricolas y tecnologias que permitan el incremento de la produccion y
rendimientos de los alimentos, que a su vez tengan un menor impacto en el ambiente.

Los nutrientes necesarios para la planta se dividen en macronutrientes y micronutrientes.
Los macronutrientes son el oxigeno, carbono, nitrégeno, fésforo y potasio, los cuales
forman parte de los nutrientes primarios (Figura 1). EIl nitrégeno es absorbido por la
planta en forma de nitrato o de amonio, llega a formar parte del 1 al 4% del extracto de la
planta y esta involucrado en la sintesis de proteinas. El fosforo representa del 0.1 al 0.4%
del extracto seco de la planta y es indispensable en los procesos quimico-fisiolégicos de
la planta. El potasio suple del 1 al 4% de la planta, activa mas de 60 enzimas que juegan
un papel importante en la sintesis de carbohidratos y proteinas. Los nutrientes
secundarios son magnesio, azufre y calcio. Dentro de los micronutrientes se encuentran
el hierro, manganeso, zinc, cobre, molibdeno, cloro y boro (FAO-IFA, 2002).

La fertilizacion con nitrégeno sintético, se estima, abastecid a 27% del total de la
poblacion del siglo XX (Erisman et al., 2008). El estimado para 2008 es que sera hasta un
48% de la poblacion mundial quienes dependan del proceso Haber-Bosch para generar el
nitrégeno necesario utilizado en la agricultura. La figura 2 muestra la gran dependencia de
la produccién de amonio industrial para la sociedad desde las primeras décadas del siglo
XX.
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Figura 1. Composicion elemental promedio de las plantas. Figura 2. Tendencias de la poblacién humana y uso del
(Tomado de FAO e IFA, 2002) nitrégeno a través del siglo XX. (Tomado de Erisman et al.,

2008).



b. Impacto ambiental de los fertilizantes quimicos

Debido a las temperaturas arriba de los 1200 °C y las presiones que van de los 100-300
bar, la reduccién de nitrégeno en amoniaco (compuesto principal de los fertilizantes
quimicos) por medio del proceso Haber-Bosch, representa altos costos energéticos y
econdémicos (Jensen & Hauggaard-Nielsen, 2003). El gas natural es el principal
combustible utilizado en la produccién de amoniaco, ocupa el 80% del total de
combustibles destinados para este fin. De este total, aproximadamente 60% es usado
como insumo y 37% para el calentamiento de los hornos, donde se producen gases como
el hidrégeno y el mondxido de carbono a partir de metano y vapor. Se estima que por
cada kilogramo de amoniaco producido se generan 0.7 m® de CO, en las plantas de
produccion de fertilizantes que usan gas natural. Trasladandolo a términos globales
representa un volumen equivalente a 58 x 10° m* de CO, por afio. Representando el 0.5%
de dioxido de carbono liberado a la atmésfera por la actividad industrial. Si se consideran
los requerimientos de aplicacion, trasporte y empacado es probable estar cerca del 1%
(Jensen & Hauggaard-Nielsen, 2003).

Durante la produccion de fertilizantes quimicos se liberan al ambiente 6xidos de nitrégeno
(NOXx) (Mosier, 2001). Una de estas especies el ion nitrito (N,O) es un potente gas de
efecto invernadero y tienen una vida media de 130 afios en la atmosfera, por lo que el mal
manejo en la produccion de fertilizantes contribuye al calentamiento global (Jenkinson,
2001). Es imposible evitar pérdidas de nitrégeno por la volatilizacién del amoniaco, la
desnitrificacion y la lixiviacion de nitrato en los sistemas agricolas. Ademas, las especies
NOx tienen un papel activo en las reacciones de la troposfera e interactia en aquellos
ciclos involucrados con el ozono (Os3), radicales hidroxilo (OH), la oxidacion del monéxido
de carbono (CO) y metano (CH,) (Mosier, 2001).

Otro efecto con el que se relaciona a los fertilizantes quimicos nitrogenados es su impacto
en la microbiota del suelo. Caballero-Mellado y Martinez (1999) sefialan que la aplicaciéon
de fertilizantes quimicos nitrogenados disminuyen la diversidad genética de rizobios en
nddulos de frijol. En 2 afios de pruebas encontraron que los niveles de fertilizacion
comunmente usados en los campos de México (40% nitrégeno (N), 40% fosforo (P) y 20%
potasio (K)) disminuye la diversidad genética de la poblaciébn que se encuentra en la
rizosfera de la planta. Esto probablemente atribuido al nitrdgeno, ya que ensayos
adicionales usando sulfato de amonio ((NH;).S0O,,) cloruro de amonio (NH4CI) o nitrato de
amonio (NH;NO3) disminuyeron la diversidad genética de los n6dulos en un 41, 33y 26%
respectivamente. La agrodiversidad ha sido disminuida, ya que para 2003 s6lo 20 cultivos
son los que proporcionaron el 80% de los alimentos a la humanidad. Esta pérdida de
agrodiversidad lleva a la uniformidad genética, ilustrada por el caso del maiz, donde seis
hibridos conforman mas de 70% del cultivo mundial.

En la agricultura nacional los estudios sobre nutricién de los cultivos han seguido dos
grandes vertientes, una de ellas la més tradicional en los ultimos 60 afios se ha enfocado
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a la evaluacion de los fertilizantes quimicos sintéticos y otra a la exploracién de la
capacidad que tienen algunos microorganismos para mejorar la nutricién de las plantas y
combatir algunos patégenos del suelo (Aguirre et al., 2009). En México los fertilizantes
quimicos sintéticos empezaron a usarse a mediados del siglo XX y rapidamente se
convirtieron en elementos indispensables en los campos agricolas. Su bajo costo y amplia
distribucion entre los productores nacionales, ademas de algunos incentivos como los
subsidiados por el gobierno federal, crearon una barrera en el uso de los recursos
biol6gicos del suelo. Por lo anterior la aplicacion de biofertilizantes fue exigua durante la
llamada crisis energética mundial de los 70°s. Con el cierre de plantas productoras de
fertilizantes en México, la adquisicion de fertilizantes industriales se torné dificil para los
pequefios y medianos agricultores. Sin embargo, su uso por mas de 50 afios habia ya
generado cambios en la microbiota del suelo (Aguirre et al., 2009).

c. Fijaciéon bioldgica de nitrégeno.

La fijacién biolégica de nitrégeno (FBN) en los sistemas de agricultura es un recurso
sostenible que aporta cantidades importantes de nitrdgeno en los cultivos (Bohlool et al.,
1992). A nivel global se estima que es de 100 a 290 millones de toneladas de nitrégeno
por afio (Cleveland et al., 1999). En comparacion con los 83 millones de toneladas de
nitrégeno fijadas por fertilizantes de origen industrial (Jenkinson, 2001).

Tabla 1. Efectos potenciales de la FBN en el ambiente (Tomado de Jensen &
Hauggaard, 2003).

GM — Abono verde, N - Fertilizantes basados en nitrégeno, Parametros: tincremento | decremento

Efectos potenciales de la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) sobre determinados parametros
ambientales

Efecto sobre la

Efecto de la FBN producciény Efecto sobre el ciclo del nitrégeno en Efectos no relacionados con
per se aplicacion de los sistemas de cultivo el N

fertilizantes

Acidificacion del

suelo |Uso de energia fosil Periodos de precultivo/cultivo Brinda estructura al suelo
TCaOS?ﬂ::‘idl‘;/cr}LOIN |Emisién de CO, |Emision de N,O Controla la erosion del suelo
TConsurgl?e?Oe Nen el |Emisién de Noy |Volatilizacién de amonio Provoca el enrraizamiento profundo
|Riesgos por lixiviacion de N Biodiversidad
|Riesgo de pérdida de N por GM Captura de carbono

Periodo post-cultivo

tEmision de N20

tVolatilizaciéon de amonio

tRiesgo de lixiviaciéon de N en sistemas
intensivos

1Disponibilidad de N para cultivos posteriores

Efectos a largo plazo de la FBN

tFertilidad del suelo

1Capacidad del suelo para obtener N por FBN

tRiesgo de pérdida de N en sistemas intensivos




d. Efectos de la FBN sobre |la acidez del suelo

La FBN en un cultivo de alfalfa con un rendimiento de 10 ton/ha acidifica el suelo hasta el
punto de que 600 kg de CaCO; serian necesarios para mantener constante el pH del
suelo (Israel and Jackson, 1978). Aunque el efecto de la FBN sobre el pH del suelo es
menor que lo observado durante la asimilacion de amonio (Marschner, 1995), ambos
incrementan la lixiviacién de iones de calcio y magnesio. La acidificaciéon por efecto de la
FBN es benéfica en suelos alcalinos por la posibilidad de solubilizar algunos nutrientes
necesarios para el crecimiento de la planta. Un ejemplo, es el caso del fésforo disponible
en forma de fosfatos en las rocas y que por medio de la acidificacion del suelo se libera 'y
se mejora la eficiencia en su aprovechamiento.

La fijacion de nitr6geno y la asimilacion de amonio causan acidificacion del medio
mientras que las plantas que asimilan nitratos elevan el pH del suelo. Las plantas que
asimilan amonio y las leguminosas que fijan el nitrégeno absorben mayores cantidades de
cationes que de aniones, esto porque el nitrdgeno no cargado entra en la raiz por una
serie de protones que son secretados por la planta para balancear su pH interno (Raven,
1986).

e. Simbiosis leguminosa-rizobio

El término rizosfera fue usado por primera vez por Hilther en 1904 para describir
especificamente la interaccion entre las bacterias y las raices de las leguminosas
(Hartmann et al., 2007). El término fue ampliamente aceptado y acotado, definiendo a la
rizosfera como el espacio en que la raiz tiene una determinada accion o influencia. Esto
porque es una porcién del suelo con propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas diferentes
a las del resto, en la cual se establecen una multitud de relaciones biolégicas.

f. Invasion de los rizobios a la planta: el modelo Medicago-
S.meliloti

i Proceso de nodulacion

La raiz de la planta estd en contacto con muchos microorganismos presentes de forma
natural en el suelo y para su defensa establece barreras biolégicas que no permiten su
interaccion. Es por ello que la invasion en la raiz de la leguminosa Medicago sativa
(alfalfa) por parte de la bacteria S. meliloti requiere de una serie de sefales quimicas que
permitan el reconocimiento de ambas para una exitosa infeccion y nodulacion.

il. Iniciacion de la infeccion

Los rizobios tienen la capacidad de ligarse estrechamente a los pelos radiculares de las
raices de las plantas. Para ocasionar una simbiosis productiva, el rizobio debe reconocer



y posteriormente responder a la presencia de las raices de la planta hospedera. Durante
el crecimiento en la rizosfera de una planta hospedera, los rizobios son sensibles a
compuestos como los flavonoides y las betainas secretadas por la raiz hospedera. Existe
una respuesta en el microorganismo que consiste en la activacion de los genes Nod, los
cuales codifican aproximadamente 25 proteinas requeridas para la sintesis y exportacion
por parte de la bacteria de los factores Nod, la cual es una sefial de un lipopolisacarido
que contiene quitina, de 4-5 unidades de N-acetilglucosamina. Los factores Nod inician
mucho de los cambios vistos en las primeras etapas de nodulacion, que incluyen la
deformacién de los pelos radicales, la despolarizacion de la membrana, las oscilaciones
intracelulares de calcio y la iniciacion de la division celular en el cortéx las cuales
establecen el meristemo y el nédulo primordio (Jones et al., 2007). Los productos de otros
genes nod, llevan a cabo modificaciones en los factores Nod que imprimen en ellos la
especificidad para nodular solo con ciertas plantas hospederas y evitar asi la formacion de
nddulos ineficientes (Perret et al., 2000).

Los factores Nod estimulan la respuesta por parte de la planta. Una de las respuestas
mas tempranas, es el incremento de calcio disponible en los pelos radiculares de la raiz,
provocando una alteracion del citoesqueleto de los mismos. Acto seguido existe un
enrroscamiento de los pelos radiculares donde el rizobio es atrapado (Jones et al., 2007).
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Figura 3. Inicio de la sefalizacion entre Medicago y S. meliloti. aJLa activacién de los genes Nod requiere compuestos
flavonoides emitidos por la planta. Los genes Nod inician la produccion de factores Nod (NF) los cuales reconocen al
receptor MtNFP (M. truncala Nod Factor Perception) b| Formacion del pelo radicular colonizado (CCRH) (Modificado de
Jones et al., 2007).

ii. Desarrollo del tubulo de infecciéon

Antes de comenzar con la fijacion de nitrdgeno en la planta, la bacteria debe ser
internalizada por las células de la planta en el cortex de la raiz. La bacteria penetra en
estos estratos mas profundos de la planta a través del tabulo de infeccion. Se ha
encontrado que las cepas de S. meliloti que no pueden establecer conexiones eficientes
con la planta, se debe a su incapacidad de producir B-glucanos, un tipo de
exopolisacéaridos (EPS), (Jones et al., 2007). La bacteria atrapada en uno de los pelos
radiculares es capaz de producir EPS simbi6ticamente activos que inducen el progresivo



crecimiento de las membranas celulares en la raiz que permitan el anclaje de la bacteria.
El tabulo de infeccién es promovido por los EPS producidos por S. meliloti, tales como el
succinoglicano y el galactoglucano (Jones et al., 2007).

iv. Endocitosis del rizobio

Cuando el rizobio alcanza el cortex interno de la planta, debe ser capaz de internalizarse.
Esto lo hace por un proceso de endocitosis que permite esta internalizacién. La bacteria y
una membrana desprendida de la pared celular de la planta, forman una estructura
conocida como el simbiosoma. En estos se pueden distinguir los siguientes elementos:
membrana peribacteroidea, fluido peribacteroideo y el bacteroide (Brewin, 2004).

V. Diferenciacién del bacteroide y supervivencia

Una vez que la bacteria ha sido internalizada, deben sobrevivir dentro del simbiosoma y
tomar la forma del bacteroide donde se lleva a cabo la FBN. La nodulacion de las plantas
puede ser dividida en dos grupos, basado en los tipos de ndodulos que forman:
indeterminados y determinados. Los nddulos indeterminados se caracterizan por tener un
meristemo permanente, tipicamente solo un subconjunto de las células de la planta podra
contener microorganismos  fijadores de nitrégeno. En el caso de los nddulos
determinados la fijaciobn de nitrdgeno ocurre en todas las células infectadas
simultdneamente, ademas solo una zona homogénea es la que presenta nédulos donde
existe la fijacién de nitrégeno (Vasse et al., 1990).
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thread . Bacteroid
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Figura 4. Invasion y formacion del bacteroide (Modificado de Jones et al., 2007).

g. La nitrogenasa

En la fijacion bioldgica de nitrogeno, el N, se reduce a amoniaco NH; que se convierte en
su forma orgénica. Esta reduccién estd catalizada por un gran complejo enzimatico
llamado nitrogenasa. Consta de dos proteinas diferentes: la dinitrogenasa y la
dinitrogenasa-reductasa. Ambas proteinas contienen hierro y la dinitrogenasa contiene
ademas molibdeno. Debido a la estabilidad del triple enlace del nitrégeno molecular, este
compuesto es muy inerte. El proceso consiste en transferir seis electrones para reducir el
nitrégeno molecular (N,) a amoniaco (NHj3). La fijacion biolégica de nitrdgeno es inhibida
por altas concentraciones de oxigeno, por otras formas de nitrégeno fijado como los
nitratos (NO3) y algunos aminoacidos. La nitrogenasa-reductasa se inactiva rapida e
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irreversiblemente por la presencia de oxigeno molecular (O,). En las bacterias aerobias
fijadoras de nitrégeno, la nitrogenasa esta protegida de la inactivacién por el O, por medio
de algunos mecanismos como: la eliminacion rapida del O, por la respiracion, la
produccién de capas mucosas que afectan la transferencia de O,, por compartimentacion
o bien mediante la formacion de un complejo con una proteina especifica. Esta proteccion
es reversible y cuando las concentraciones de oxigeno bajan, la nitrogenasa recupera su
actividad (Madigan et al., 2009).

La reduccion del nitrégeno atomosférico, requiere al menos de 16 moléculas de adenosin
trifosfato (ATP) y 8 equivalentes reductores por mol de amonio producido, por ello el gasto
energeético es elevado (Dunn, 1998).

h. Competitividad en la nodulacion de leguminosas con cepas
de Rhizobium

La nodulacion efectiva de las leguminosas por los rizobios es un proceso complejo que al
aire libre depende de muchos factores ambientales. Generalmente, la productividad en
campo puede ser mejorada por la inoculacion con bacterias altamente eficaces en los
procesos de nodulacién y fijacién de nitrégeno. Sin embargo, la inoculacién con cepas de
Rhizobium no siempre es efectiva por la presencia en el suelo de cepas nativas que
compiten en la nodulacién con la planta hospedera. Esta habilidad para asegurar la
nodulacion de la planta por parte de determinada cepa, es definida como su
competitividad y es una parte crucial en la produccion de inoculantes (Toro, 1996). Altas y
bajas temperaturas repercuten en la nodulacién y en la fijacibn de nitrégeno. La
temperatura Optima de estos procesos se ubica entre los 20 y 30°C. Los cambios de
temperatura afectan la competitividad de las cepas de Rhizobium y aumentan la
especificidad de ciertos consorcios bacterianos que intentan infectar a la planta. (Toro,
1996).

Los factores bidticos también repercuten en el proceso de nodulacion, factores tales como
la presencia de protozoa estimulada por el flujo de carbono en la rizosfera, mejora el
rendimiento y la relaciéon entre los microorganismos inoculados y el hospedero. La
presencia en el suelo de bacterias epifitas tales como Erwinia herbicola pueden suprimir
la nodulacién por la produccién de una toxina que bloquea la interaccion entre el rizobio y
el hospedero (Toro, 1996).

La habilidad de una cepa particular de rizobio para ser competitiva en la formacion del
nédulo puede ser alterada por cambios en los fenotipos, tales como la movilidad, la
produccion de polisacaridos o bien otra alteracion en los factores involucrados en la
simbiosis. Existen, por ejemplo genes que no estan involucrados directamente en el
proceso de nodulacién pero que si afectan la competitividad del mismo. Este es el caso de
los genes nef los cuales no son requeridos en los procesos simbioticos pero si ofrecen
caracteristicas de competitividad al rizobio (Sanjuan & Olivares, 1989).
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I. Sinorhizobium meliloti
i. Descripciébn macroscépicay microscopica

S. meliloti forma colonias circulares, convexas, usualmente opacas, algunas traslicidas,
aglomeradas y mucilaginosas. Sus dimensiones son de 2-4 mm de diametro dentro de los
primeros 3-5 dias de incubaciéon en placa con manitol, sales y extracto de levadura
(Kuykendall et al., 2005). El tamafio de S. meliloti es de 0.5-1-0 x 1.2-3.0 pm.
Comunmente en su estructura interna almacena polimeros de reserva que son granulos
de PHB (polihidroxibutirato), por lo regular estos se encuentran presentes en células
viejas (Kuykendall et al., 2005). No forma esporas. Gram negativos. Son moviles por un
flagelo polar o varios flagelos peritricos. Algunas especies contienen fimbrias. Su
metabolismo es aerdbico con oxigeno como aceptor final de electrones. La temperatura
Optima de crecimiento va de los 25 - 30°C, pero puede crecer a 10°C y otras pueden
hacerlo hasta los 42-44°C. Son tolerantes al 1.0% NaCl y algunas especies pueden llegar
a crecer en manitol con 4.5% NaCl. EI pH 6ptimo de crecimiento es cercano a la
neutralidad de (6-8), pero algunas especies pueden crecer a valores de 5 o hasta 10.5. La
estructura de la membrana celular de Sinorhizobium es generalmente similar a otras
bacterias Gram negativas. El pepetidoglicano esta compuesto por acido glutamico,
alanina, acido diaminopimélico y aminoacidos. Ademas leucina, fenilananina, serina y
acido aspartico han sido detectados en varias especies del género. Por otro lado la
membrana de lipopolisacaridos estd compuesta por acido 2-keto-3-deoxyoctanoico,
acidos urénico, amino glucosa, glucosa y galactosa. Dentro de las pruebas bioquimicas
son oxidasa positiva y catalasa positiva (Kuykendall et al., 2005).

ii.  Almacenamiento
Las cepas de Sinorhizobium pueden ser conservadas con medio extracto de levadura,
manitol y sales, conteniendo de un 20 a 50% de glicerol y con refrigeracion a -20°C o -
70°C. La liofilizacion es una alternativa de conservacion viable (Kuykendall et al., 2005).

iii. Resistencia a antibiéticos

Los antibiéticos a los que S. meliloti presenta resistencia son:

e Acido nalidixico 20 ug/mL (Martinez et al., 2002).
e Estreptomicina 250 ug/mL (Bernal & Graham, 2011).
e Espectinomicina 50 ug/mL (Bernal & Graham, 2011).

iv. Resistenciaala salinidad
Se ha reportado que algunas cepas de S. meliloti resisten concentraciones de cloruro de

sodio (NaCl) de hasta 300 mM. En general las cepas de Rhizobium, son sensibles a
concentraciones de NaCl 100 mM. En cepas de Rhizobium que nodulan especies como
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Medicago y Prosopis, la respuesta al estrés salino consiste en la produccion intracelular
de glutamato. El proceso de nodulacion es sensible a altas concentraciones de sal o alta
osmolaridad comparada con la sensibilidad de los rizobios (Graham, 1991).

v. Taxonomiay genética

La historia de la descripcion taxdnomica de los rizobios se remonta a 1888, cuando
Beijerinck obtuvo el primer cultivo bacteriano puro de un nédulo de raiz de leguminosay lo
llam6 Bacillus radicicola. Posteriormente se propuso el nombre de Rhizobium para estos
aislados. Para 1929, basados en la especificidad de los huéspedes ya se habian
reconocido seis especies: R. meliloti, R. leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli, R.
japonicum y R. lupini (Wang et al., 2013).

Recientemente, el uso de técnicas moleculares ha provisto de una descripcion mas
precisa de estas especies. Uno de los principales criterios para la descripcion de estos
géneros ha sido el andlisis de la secuencia del gen 16S del RNA ribosomal (rRNA). Con
base en esta secuencia todos los rizobios son miembros de la divisién a-Proteobacteria
(Wang et al., 2013).

La taxonomia actual de los rizobios incluye factores morfoldgicos, bioquimicos,
fisiol6gicos, genéticos y filogénicos. Sumado al rango de huéspedes que albergan estas
bacterias. S. meliloti ha sido aislado principalmente de plantas de los géneros Medicago,
Meliloti y Trigonella (Wang et al., 2013).

El género Sinorhizobium fue propuesto por primera vez para designar a las bacterias de
crecimiento rapido que nodulan la soya. Posteriormente, se separdé este género
de Rhizobium principalmente debido a las diferencias en las secuencias de genes 16S
rRNA. Sin embargo, no hay caracteristicas fenotipicas especificas conocidas que
distingan estos dos géneros. Plasmidos grandes e incluso megaplasmidos son comunes
en estas especies y en algunos casos los genes simbiéticos estan localizados en un
megaplasmido. Otras especies de este género son: S. arboris, S. fredii, S. kostiense, S.
medicae, S. saheli, S. terangae y S. xinjiangense. Algunos grupos de rizobia de suelo
mexicano asociados a la leguminosa Leucaena leucocephala han sido clasificados
como Sinorhizobium (Wang et al., 2013).

De acuerdo a la “Judicial Commission of the International Committee on Systematics of
Prokaryotes” (2008), el género Ensifer (descrito en 1982), tiene prioridad sobre el género
Sinorhizobium (descrito en 1988) y los dos nombres son sinénimos del mismo taxén. En
reunion de agosto de 2008, el "Subcommittee on the taxonomy of Agrobacterium and
Rhizobium" determind, estar en acuerdo con la determinacién de la Comisién Judicial,
pero aclar6 que el paso de los miembros del género Sinorhizobium a Ensifer, podrian
ocasionar gran confusibn entre la comunidad cientifica. Actualmente Ensifer y
Sinorhizobium se utilizan indistintamente, aunque Sinorhizobium sigue siendo el término
més comun utilizado por la comunidad cientifica.
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vi. Metabolismo de S. meliloti

S. meliloti, es una bacteria con metabolismo aerobio y heterétrofo, el ciclo de los acidos
tricarboxilicos funciona como un generador de nucleétidos, a partir de la oxidacion del
piruvato en acetil co-enzima A (Encarnacion et al., 1995). A su vez estos nucleétidos son
usados para generar energia en forma de ATP, via el sistema transportador de
electrones. Otra importante funcién es la produccién polimeros de reserva, como el poli-
B-hidroxibutirato, PHB. El cual es producido generalmente por la condensacion de dos
moléculas de acetyl-CoA, que generan acetocetil-CoA, posteriormente las subsecuentes
reacciones de reduccion y polimerizacién dan lugar a este polimero natural. Este producto
puede ser despolimerizado por la bacteria y reconvertido a acetil-CoA (Tombolini & Nuti,
1989). Tanto en el TCA como en la generacién de PHB, el flujo de carbono a través de
este paso es ampliamente influenciado por las condiciones de crecimiento, asi mismo, los
dos compiten por el mismo metabolito iniciador, la acetil-CoA. El papel del PHB es
revelante, se sugiere, sirve como una fuente de reserva energética cuando el
microorganismo se encuentra en vida libre o bien formando el bacteroide (Bergersen &
Turner, 1990). En su metabolismo, es capaz de utilizar una amplia cantidad de
carbohidratos y sales de &cidos organicos, produciendo ademas acidos sin la formacién
de gas, sin embargo no puede metabolizar el almidon o la celulosa. Cuando se crece con
carbohidratos hay generacién de polisacaridos extracelulares. Las sales de amonio,
nitrato, nitrito y varios tipos de aminodcidos pueden ser utilizados como fuente de
nitrogeno. Algunas cepas requieren factores de crecimiento como biotina, tiamina,
pantotenato o 4cido nicotinico (Kuykendall et al., 2005). Los principales mecanismos para
el catabolismo de la glucosa son la via Entner-Doudoroff y el ciclo de las pentosas fosfato.
Es poco probable que la via de Embden-Meyerhof-Parnas opere, debido a que la
actividad de las enzimas fructosa-1,6, difosfato aldolasa y 6 fosfofructoquinasa son bajas
(Kuykendall et al., 2005).
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Figura 5. Propuesta de integracién de las rutas metabdlicas en el género Sinorhizobium
(Tomado de Dunn, 1998).
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j. Funcidn, tipos y produccidon de exopolisacaridos (EPS) en S.
meliloti

Las bacterias producen una importante cantidad de polisacaridos, los cuales son
biomoléculas formadas por gran cantidad de monosacaridos denominados glicocalix
(Costerton et al., 1981). Se distinguen aquellos que forman una capa adherida alrededor
de la célula (exopolisacaridos o EPS), los que forman capas cohesivas al interior de la
célula como los polisacaridos capsulares, (CPS, K-antigens o KPS) aquellos que estan
directamente anclados al exterior de la membrana (lipopolisacaridos o LPS) y aquellos
gue estan concentrados en el espacio periplasméatico (Skorupska et al.,, 2006). Los
exopolisacaridos protegen a las células de las bacterias de condiciones ambientales
desfavorables y proveen de energia y fuente de carbono cuando el sustrato es limitado
(Saranya et al., 2011).

La produccién de EPS representa un gasto energético importante para la célula, requerido
tanto en la sintesis como en su excrecion. Los EPS producidos por una buena cantidad de
organismos han mostrado propiedades como agente quelante, proteccion contra atagues
virales, concentracion de enzimas y como reserva energética en tiempos de limitacién
nutricional (Cunningha et al., 1984). Sinorhizobium meliloti tiene la habilidad de producir
dos tipos de exopolisacaridos el succionoglicano (EPS 1) y el galactoglucano (EPS II).
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EPS | es un heteropolisacarido ramificado compuesto por octasacéridos, mientras que los
EPS 1l son heteropolisacaridos lineales formados por subunidades de disacéaridos
(Becker, 2002).

i Regulacién de la produccion de succinoglicano y
galactoglucano en S. meliloti

Zhan et al., 1991 reportaron dos condiciones en las cuales se estimula la produccion de
EPS Il en la cepa S. meliloti 2011 wild type. Una de ellas fue limitar la concentracion de
fosfato y por otro lado la mutacién de los genes reguladores mucR o expR. Tanto los EPS
| o Il son secretados en dos fracciones que reflejan diferentes grados de polimerizacion:
los de alto peso molecular (HMW) que consisten de cientos a miles de unidades
repetidoras (polimeros de 10°-10’ Da) y los de bajo peso molecular (LMW) que
representan monémeros, dimeros y trimeros en el caso de EPS | y oligdmeros para los
EPS Il (Skorupska et al., 2006).
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Figura 7. Estructura de los exopolisacaridos producidos por S. meliloti a] EPS grupo |
b| EPS grupo Il (Tomado de Becker 2002).

ii. Papel de los EPS en la simbiosis con la planta

S. meliloti fija el nitrégeno atmosférico por medio de los nddulos formados en la raiz de la
planta. Para que exista su desarrollo es necesario el intercambio de sefiales bacteria-
hospedero. La bacteria invade y coloniza la raiz por medio de los tlbulos de infeccion,
que estan compuestos por exopolisacaridos (EPS) y material celular de la planta. La
formacion y desarrollo de estos tdbulos son funcién de la produccion de EPS
especialmente succinoglicano. Un incremento en la produccién de succinoglicano por S.
meliloti impacta en una mayor productividad en la simbiosis,

(Jones, 2012).

ii. Proteccién de los rizobios a la desecacién

Algunas hipotesis sefialan que los EPS crean micro habitas que les permite sobrevivir en
condiciones de suelo desfavorable. Una de las hipotesis mas aceptadas es que los EPS
ayudan a sobrevivir al microorganismo a la desecacion. Para demostrar esto se
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compararon dos cepas de S. meliloti, una de ellas con aspecto en placa mucoide y la otra
no. La primera logré sobrevivir en ambientes con poca disponibilidad de agua en
comparacion con aquellas que no lo eran. Esto sugiere que los ambientes con EPS
confieren cierta ventaja competitiva al microorganismo durante la desecacién. Se ha
encontrado que la actividad microbiana se reduce bruscamente cuando estos son
expuestos a bajos niveles de agua (Robertson & Firestone, 1992). Los EPS tienen la
capacidad de mantener su peso en agua cuando no hay disponibilidad de la misma, esto
repercute en la hidratacién continua de la membrana celular y enzimas extracelulares.
Existe también la posibilidad de que los EPS atrapen nutrientes que pueden estar
disponibles en los periodos de desecacion. Ademas, aumentan la superficie externa de la
célula y el area de contacto con el suelo se incrementa, lo cual implica una mejora en la
difusiobn de algunos nutrientes al organismo. Finalmente, esto ayuda a que los
microorganismos conserven sus funciones fisiol6gicas para compensar los efectos por la
desecaciéon (Chenu & Roberson, 1996).

iv. Proteccion de los rizobios por la presencia de metales
catidnicos

La interaccion entre polimeros microbianos aniénicos y los metales pesados tienen una
implicacion ecoldgica importante, estos Ultimos pueden ser removidos de soluciones por
este tipo de polimeros. Rhizobium y Bradirhizobium son cepas que contienen
exopolisacaridos aniénicos, han sido estudiados y se ha encontrado que precipitan en
presencia de metales tales como hierro (Fe*"), estafio (Sn?*), manganeso (Mn?"), cobalto
(Co®) y Aluminio (A*"). En este sentido, los cationes mas importantes son el hierro y el
aluminio debido a que estos se encuentran con mayor frecuencia en los suelos, en el caso
de este ultimo se sabe que es toxico para miembros de la familia Rhizobiaceae. Por lo
tanto la precipitacion de un EPS con AI** puede resultar ser un mecanismo de
desintoxicacién que promueve la vida de la rizobacteria en suelos con altos contenidos de
cationes metalicos (Corzo et al., 1994).

V. Proteccion de los rizobios a estrés inducido por suelos acidos

Los rhizobios aislados de leguminosas donde las condiciones de suelo son acidas
producen significativamente mas EPS que aquellas cepas sensibles a la acidez. Hay
carencia de informacion entre modelos que relacionen estas dos variables, las cepas
tolerantes a suelos acidos producen mayor cantidad de exopolisacaridos (Cunningha &
Munns, 1984).

k. Produccién y funcion del polimero intra celular Poli-B-
hidroxibutirato en S. meliloti

El polihidroxibutirato (PHB) es el miembro mejor caracterizado de los
polihidroxialcanoatos (PHA). En los rizobios se ha demostrado la presencia del compuesto
de reserva PHB. Sin embargo, es poco lo que se conoce acerca de la cantidad del mismo
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acumulado por diferentes especies. Los analisis con cepas de S. meliloti mutadas
fenotipicamente en su produccién de PHB, demuestran la habilidad de la misma para
sintetizar y consumir PHB (Willis & Walker, 1998). La acumulacion de PHB, en algunas
bacterias, se presenta cuando existe una fuente de carbono disponible y limitacion de
algunos nutrientes, tales como el nitrégeno, fésforo u oxigeno. Los cuales limitan el
crecimiento celular, pero favorecen la acumulacién de PHB (Anderson & Dawes 1990).

En la mayoria de los organismos, el PHB es sintetizado a partir de la acetyl coenzyme A
(acetyl-CoA) por una secuencia de tres reacciones catalizadas por 3-kelotiolasa (acetil
Co-A acetiltransferasa), acetil Co-A reductasa (hidroxibutitril-CoA dehidrogenasa y (poli3-
hidroxibutirato) sintasa (Anderson & Dawes, 1990). El PHB cumple diferentes roles dentro
de la célula. La posesion de PHB frecuentemente, pero no universalmente, retarda la
degradacién de componentes celulares tales como el acido ribonucleico (RNA) y
proteinas en periodos de limitacién nutricional. Sin embargo, algunos reportes muestran
gue en Rhizobium sp., cepa ORS 571 la degradacion de PHB no esta asociada
directamente a la poca disponibilidad de fuente de carbono y si a altas concentraciones de
oxigeno en el medio. Esto sugiere que el PHB presente en el rizobio puede cumplir dos
funciones; por un lado servir como almacén de energia cuando el microorganismo se
encuentra en vida libre, o bien, proteger a la enzima nitrogenasa, cuando las cantidades
de oxigeno en el nédulo son altas y no existen otros compuestos oxidables (Anderson &
Dawes, 1990).

Los rizobios son aerobios obligados. Sin embargo, todas las reacciones metabdlicas que
ocurren en el bacteroide, deben de ocurrir bajo condiciones microaerobias para proteger a
la actividad de la enzima nitrogenasa (Trainer & Charles, 2006). Povolo & Casella (2000)
mostraron que bajo condiciones limitantes de oxigeno S. meliloti es capaz de usar
polimeros intracelulares como el glucégeno, para generar ATP, mientras los niveles de
PHB se mantienen constantes. La habilidad de las células para repartir la acetil-CoA entre
el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y la sintesis de PHB, con el objeto de mantener
la respiracion en niveles suficientemente bajos (condiciones microaerobias), dependen del
estado metabdlico de la bacteria.

La mayoria de los rizobios son capaces de almacenar PHB durante su crecimiento en vida
libre. Sin embargo, no todos son capaces de almacenarlo durante la simbiosis con la
planta, lo cual responde aparentemente a la fisiologia del nédulo formado (Trainer &
Charles, 2006). En el caso de la simbiosis S. meliloti — M. sativa es uno de los casos
donde se forma un nédulo indeterminado y que no existe acumulacion de PHB durante el
proceso de simbiosis. Los rizobios que se encuentran en los tubos de infeccidbn poseen
altas cantidades de PHB mientras que aquellos ubicados en el bacteroide no lo poseen
(Hirsch et al. 1982). Estudios en nédulos muestran la formacion de pequefias cantidades
de PHB, pero estas no son suficientes para permitir la formacion de granulos que sean
visibles bajo microscopia electronica (Kim & Copeland 1996).

En cuanto al cultivo sumergido la acumulacion de PHB en cepas de crecimiento rapido se
incrementa tardiamente en la fase exponencial y decrece en la fase estacionaria de
crecimiento (Tombolini & Nuti, 1989). La produccion de PHB en cultivo sumergido ha sido

18



poco reportada para cepas de la familia Rhizobieace. Tombolini & Nuti, (1989) reportan
que 50% WpHp/Weiomasa €S la maxima concentracibn de PHB producido en cultivo
sumergido de la cepa S. meliloti Rm41, en medio YMB (K,HPO,, 0.5; MgSO,H.0, 0.2;
NaCl, 0.1; manitol 10; extracto de levadura, 0.4; g/L™, pH 6.8). El cultivo fue llevado a
cabo en un fermentador de 1.5 L Biostat M.B. Braun, a 30°C, 500 rpm, durante todos los
experimentos se mantuvo el oxigeno al 90% durante las primeras 30 h y posteriormente
se control6 a 30 y 50%

Tombolini & Nuti, (1989) reportan una acumulacion de PHB del 50 % (Wpns/Wagiomasa) €N UN
cultivo batch, con control de pH a 6.8, después de las 90 h de cultivo con una
concentracion de oxigeno disuelto del 50% Por otro lado, también reportan que se puede
alcanzar hasta una concentracion de 55% (WpHs/Wgiomasa) CUANdO se controla el oxigeno
disuelto a 30% durante 150 h.

El PHB es producido por cepas de Rhizobium utilizando diferentes fuentes de carbono
tales como sacarosa, glucosa y succinato. La mayor acumulaciéon de PHB de las cepas
analizadas se presenta hacia el final de la etapa exponencial, en medio enriquecido con
una alta relacion C:N y usando manitol como fuente de carbono (Tombolini & Nuti, 1989).
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Figura 8. Ciclo del PHB en S. meliloti (Tomado de Charles, 2001).

|. Caracteristicas del suelo que impactan en la simbiosis
Sinorhizobium-leguminosa

En el caso del pH del suelo puede ser posible seleccionar cepas que se adapten
tempranamente a las condiciones que enfrentardn en el suelo lo cual puede llegar a
impactar en su competitividad, en el proceso de nodulacién y en la efectividad de la
fijacion de nitrégeno (Toro, 1996). En el caso de cepas de S. meliloti crecidas a valores de
pH acidos en vitro, no necesitaron de tratamientos que les brindaran una competitividad
superior cuando fueron aplicadas en campos cuyo pH caracteristico era acido (Howieson
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et al., 1988). Los suelos neutros y con pH ligeramente alcalino favorecen la nodulacion de
las leguminosas, pero a bajo pH muchas leguminosas no son noduladas. El carbono
exudado por la raiz de la planta decrece en suelos acidos, lo cual impacta en el sustrato
disponible para los microorganismos que se encuentran en la rizosfera. En suelos acidos
existe mayor disponibilidad de metales como el aluminio y el manganeso que pueden
llegar a ser toxicos, asi como existe una deficiencia de fosfato, calcio y molibdeno. Las
cepas de rizobio de crecimiento rapido son menos tolerantes a la presencia de aluminio y
manganeso en el suelo que aquellas que de crecimiento lento (Toro, 1996).

Los suelos de Latinoamérica se caracterizan por ser deficientes en nitrégeno y tener en
términos generales niveles bajos de fésforo y un pH &cido, lo cual, ademas de ser factores
limitantes para la productividad de las plantas, afectarian el desarrollo de la simbiosis
leguminosa-Rhizobium. La importancia del pH del suelo radica en que este es una de las
pruebas con mayor relevancia para diagnosticar el crecimiento de las plantas. En general
los suelos de regiones himedas son &cidos y lo de las regiones aridas son alcalinos
(Fassbender et al., 1994).

i. Caracteristicas de los suelos acidos

Este tipo de suelos es pobre en magnesio y calcio intercambiable, tiene baja solubilidad
de molibdeno y alta solubilidad de aluminio, fierro y magnesio. Por otro lado, es frecuente
la presencia de toxinas organicas y un escaso aprovechamiento de nitrégeno y boro. Los
suelos ligeramente &cidos con pH entre 6.1 y 6.5 son mas satisfactorios para la mayoria
de las plantas. Esto debido al correcto equilibrio entre los agentes quimicos y biolodgicos
(Fassbender et al., 1994).

ii. Caracteristicas de los suelos alcalinos

Se caracterizan por poseer grandes cantidades de calcio activo, magnesio, molibdeno,
poco o ningln aluminio téxico, una moderada aunque activa cantidad de humus y un
aprovechamiento real de nitr6geno. Sin embargo a valores de pH mayores a 8.4 existe
una inadecuada asimilaciéon de fierro, manganeso, cobre, zinc y cobre sobre todo fésforo y
boro (Fassbender et al., 1994).

m. Biofertilizantes

Investigadores como Fuentes R. & Caballero M. (2005) los han definido como un producto
gue contiene microorganismos que ejercen de manera directa o indirecta efectos
benéficos sobre el crecimiento y rendimiento del cultivo a través de diversos mecanismos.
Aguirre (2009) afirma que un biofertilizante es una formulacion con uno o varios
microorganismos que son una fuente facilitadora del manejo de los nutrimentos que
benefician el funcionamiento de los cultivos y forma parte de una tecnologia que brinda
productividad biol6gica, econémica y ecolégica mas exitosa sin contaminacion al
ambiente y de inocuidad reconocida para el hombre.
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La inoculacion con rizobacterias tiene un efecto notable en la fertilidad del suelo y calidad
del mismo, reflejado en el contenido de materia organica, solubilidad del fésforo, la
produccion de fitohormonas y la fijacién de nitrdgeno en la planta hospedera (Mahecha,
2002).

La extensa capacidad de los inoculantes en las leguminosas, no ha desencadenado la
creacion de estandares internacionales de calidad ni en el uso de este tipo de productos.
Esta brecha en la regulacibn de los productos microbianos en algunos casos ha
conducido a inadecuados rendimientos y por lo tanto al abandono en su uso. Sin
embrago, la produccién de inoculantes efectivos puede superar las deficiencias en las
legislaciones, con la responsabilidad de los fabricantes para el disefio e implementacion
de las diversas etapas a lo largo del proceso de produccidén, que conduzcan a la
fabricacion de productos con alta calidad y efectividad (Stephens & Rask, 1999).

i. Formulacién de los inoculantes

Usar las formulaciones correctas en la produccion de biofertilizantes es una de las
barreras mas frecuentes para la comercializacion de estos. Un microorganismo puede
funcionar de manera 6ptima bajo condiciones de laboratorio, pero la formulacién de un
microorganismo para que tenga una efectividad comparada en el campo es un paso muy
dificil (Stephens & Rask, 2000).

Las formulaciones usualmente se comercializan en presentaciones como polvo (turba),
liguida y granular. Los productos en turba son usualmente usados para la inoculacion
directa en la semilla, este tipo de producto es de los mas comunes. En el caso de los
liquidos pueden ser aplicados directamente a la semilla o bien en el surco durante la
plantacion. Los granulares se pueden aplicar en el surco o bien en estratos de la tierra
mas profundos donde va la semilla (Stephens & Rask, 2000). Hay otras muchas
presentaciones de los inoculantes como es el caso de los que utilizan células suspendidas
en aceites, concentrados celulares y cultivos liofilizados (Kremer & Peterson, 1983). Todo
encaminado a incrementar las poblaciones de rizobios por unidad de volumen o peso, la
eficiencia del organismo y la conservacion del producto que esta relacionado con la
rentabilidad del producto (Stephens & Rask, 2000).

Recientemente, se ha promovido la presentacion liquida del biofertilizante. Debido a que
la eficiencia en campo ha sido comparable con las presentaciones en turba y de esta
manera se evita el procesamiento del medio base. Sin embargo, dentro de las principales
limitaciones de la presentacion liquida se encuentran: una limitada vida de anaquel y altos
costos en el uso de bajas de temperaturas para su conservacion.

ii.  Produccién del inoculante
Existen tres importantes aspectos relativos a la produccién del inoculante los cuales son:

e Lacalidady el procesamiento del medio base.
e La eficiencia en la nodulacion de la cepay la fijacion de nitrégeno.
e Alcanzar una adecuada cuenta celular tanto en el cultivo como en el producto final.
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iii. El medio base

Smith (1992), apunté que la materia prima para la fabricacion de inoculantes esta
determinada por la disponibilidad, calidad y costo. El medio base debe tener dos
propiedades fundamentales, por un lado soportar el crecimiento del organismo y ademas
mantener una alta cuenta celular después de periodos razonables de tiempo. El medio
debe tener una alta capacidad de retencion de agua, tener uniformidad fisica y quimica,
no ser toxico para el microorganismo y ser seguro para su liberacion en el ambiente.
Necesita permitir el crecimiento del rizobio, tener un valor de pH adecuado para el
microorganismo y debe permitir la liberacién de los microorganismos facilmente.

El manitol cumple con diferentes roles en la formulacién liquida, por un lado es una fuente
de carbono generalizada para diferentes tipos de rizobios. El manitol es un protector de
las células durante el secado y se ha encontrado un mejoramiento en la produccién de
exopolisacéaridos (Singlenton et al., 2002). El D-Manitol es un polialcohol derivado de la
hidrogenacién del azicar manosa. Se utiliza en alimentos, farmacia, medicina y quimica.
Su punto de fusion se encuentra entre los 165-170 °C. Tienen una baja solubilidad en
agua 18% (w/v) a 25 °C. En soluciones alcalinas es un poderoso secuestrante de iones
metalicos. Sus propiedades higroscopicas incrementan la vida de anaquel de productos
alimenticios y farmaceuticos (Soetaert et al., 1999). Este polialcohol ha sido localizado en
100 diferentes especies de plantas superiores, ademas su produccion en la planta se
favorece en respuesta al estrés osmaético (Stoop et al., 1996).

La cuantificacién de manitol se lleva a cabo por diversas técnicas analiticas entre ellas se
encuentran: los métodos cromatograficos (Beck & Hopf, 1990); los ensayos enzimaticos
que ya se comercializan (Sigma-Aldrich No. Catalogo MAKO096); métodos quimicos
basados en reacciones de oxidacién de polialcoholes con reactivos como periodato de
sodio (Sanchez, 1998); Dubois M. et. al., (1952) estandarizaron un método colorimétrico
de cuantificacién de azlcares, oligosacaridos y polisacaridos.

iv. Laselecciéon delacepa

Para optimizar la fijacién de nitrégeno en los cultivos, los microorganismos necesitan ser
competitivos con las poblaciones autéctonas y ser eficientes en la fijacibn una vez
formado el nddulo. EIl preacondicionamiento y por lo tanto la competitividad de la cepa
puede ser alcanzada en parte a través del uso de medio limitados de nutrientes, esto
puede reducir la probabilidad de que contaminantes se desarrollen en la formulacion.

Independientemente de si la especie es capaz de nodular muchos cultivos o bien es mas
especifica y solo favorece a ciertas especies es necesario que las cepas sean
seleccionadas de una region geografica, tipo de suelo y ambiente especificos. Las cepas
deben ser compatibles con los cultivos comunes en esa area y mostrar una adaptabilidad
para ser efectivos y eficientes sobre ciertas condiciones ambientales tales como la
desecacion y la presencia de compuestos toxicos.
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v. Cuenta celular

La falta de controles de calidad lleva a que los fabricantes implementen sus propios
estandares. Esto en ocasiones provoca baja efectividad debido a la carencia de control.
Algunos paises se han encargado de establecer estos minimos estandares o bien algunos
autores reportan que para una alta efectividad en la nodulacion, las formulaciones deben
alcanzar cuentas celulares de 5x10” a 1x10° células de Rhizobium por gramo (Lupway et.
al., 2000), lo que coincide con lo propuesto por Stephens & Rask (2000) quienes sugieren
que el medio debe ser capaz de soportar poblaciones de hasta 10° rizobios por mililitro.
En Canada el estandar para los inoculantes producidos en 1997 fueron de 2x10° a 1.3
x10° rhizobios por gramo o por mililitro. Francia determiné que en el caso del frijol es de
10° rizobios por semilla. En el caso de los Estados Unidos y Reino Unido, los estandares
de calidad se dejan muchas veces en manos del fabricante (Rebah et. al., 2007).

n. Efecto del pH en el crecimiento de Sinorhizobium meliloti y
en el proceso de nodulacion

El estrés por el pH externo constituye un factor limitante en la sobreviviencia y desarrollo
de S. meliloti (de Lucena et al., 2010). Hellweg et al., (2009) reportan que la respuesta al
pH &cido por parte de S. meliloti, involucra una gran cantidad de genes asociados con
varias funciones celulares. Tales respuestas dependen del tiempo al que el cultivo ha sido
sometido en determinada condicion de pH. Una de estas funciones es la produccion de
EPS [, de los cuales existe un aumento en su produccion en condiciones acidas. Esto
puede deberse a una respuesta de la célula para protegerse del ambiente acido. La cepa
de trabajo que emplearon fue S. meliloti 1021 y encontraron que esta no presenta
crecimiento a un pH de 5, pero a un pH 5.75 si lo hubo, evidenciando asi el efecto del
estrés acido. Cunningha et al.,(1984) evaluaron si existia una correlacion entre la
tolerancia a la acidez en distintos géneros de rizobios y como esto se relacionaba con el
grado de EPS producidos. Las cepas de trabajo incluyeron a los géneros capaces de
establecer relaciones simbiéticas con Phaseolus, Cicer, Leucaena, Meflotus/Medicago,
Trifolium y Lens. Encontraron que en todas las cepas analizadas aquellas que producian
mayor cantidad de EPS eran mas tolerantes al estrés acido.

Brockwell et al., (1991) reportaron que la relacién entre la acidez y las poblaciones de
rizobios nativas en el suelo guardan una importante relacion. Encontraron que en suelos
con pH 7 o mayor las poblaciones de rizobios alcanzan cuentas de hasta 89 000
rizobios/g. Mientras que, en suelos con un pH menor a 6 solo alcanzaron cuentas de 37
rizobios/g. Dicho estudio se llevo a cabo en suelos de Australia en la regién del Nuevo
Gales Sur, conocida como la region Mcquarie, con una extension de 62 000 km?. En este
sentido, Rice et. al. (1976) en estudios hechos a nivel invernadero, reconocieron que: la
viabilidad de S. meliloti, la cantidad de nodulos (S. meliloti-M. sativa) y los rendimientos de
la alfalfa, decrecen bruscamente a valores de pH 6 o por abajo. Mientras que por encima
de pH 6, no hallaron efectos significativos.
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Robson & Loneragan (1970) encontraron que el crecimiento de S. meliloti, es mas
sensitivo a la acidez del suelo que el crecimiento de la planta M. truncala cuando le es
suministrada adecuadas cantidades de nitrogeno. Se sugiere que el factor que puede
permitir un mejor crecimiento de las especies Medicago es que estas sean inoculadas con
cepas resistentes a suelos acidos

Las cepas de S. meliloti son particularmente sensibles a la acidez del suelo. La capacidad
de una bacteria para soportar diferentes valores de pH radica en que las células sean
capaces de mantener un pH interno de entre 7.5 — 8, contra un pH de hasta tres unidades
menores en el suelo. Esto lo puede logar la célula por medio de la expulsion de protones y
la sustitucién por iones de potasio, para mantener el balance de cargas en el citoplasma.
En S. meliloti se ha encontrado que el pH interno varia entre las 7.6 a 8 unidades de pH,
aungue otros autores han encontrado que este valor es constante entre las 6.5 y 6.7
unidades de pH. El crecimiento de los rizobios en condiciones de estrés acido, involucra
cambios en la actividad metabdlica. Lo cual probablemente implica en que el rizobio es
capaz de mejorar las condiciones de pH externo antes del inicio de su crecimiento en un
medio acido (Graham, 1991).

Un camino para contrarrestar el efecto que tiene el pH acido en cultivo sumergido de S.
meliloti, es el propuesto por Howieson et al., (1992) quienes encontraron que un aumento
en la concentracion de calcio repercutia favorablemente en la velocidad de crecimiento y
la viabilidad. Sin embargo, no se observé tal efecto cuando el pH era neutro. Existen
diferentes condiciones del suelo que pueden resultar desfavorables para el rizobio. Sin
embargo, una de las mas importantes es el nivel de acidez o alcalinidad en funcion del
pH (Lupway et al., 2000).

0. Biorreactor

i. Generalidades de los tanques agitados

Las actividades asociadas con los reactores bioldgicos incluyen el contacto gas/liquido, la
deteccion de concentraciones en linea, el mezclado, la transferencia de calor, el control
de la espuma, la alimentacién de nutrientes y reactivos tales como los necesarios para
controlar el nivel de acidez en cultivo (Perry et al., 2005).

El fermentador tradicional en los bioprocesos es el reactor de tanque agitado, que es un
reactor con agitacibn mecénica interna. La mayor ventaja de este sistema es su
flexibilidad y la capacidad de proveer altos valores de transferencia de oxigeno. La
aireacion en este tipo de reactores se lleva a cabo por medio de difusores instalados
dentro del sistema, esta compuesto de un anillo con orificios, o bien un solo orificio. El
tamafio de las burbujas y su dispersion a través del tanque son criticas en su
funcionamiento. El biorreactor de tanque agitado cuenta con impulsores, los cuales deben
proveer la agitacion necesaria para homogenizar el medio, asi como dispersar las
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burbujas a través del tanque, para incrementar el tiempo de residencia de estas dentro del
liguido y disminuir los tamafios de burbuja, con el objeto de aumentar el 4rea de contacto
gas-liquido y permitir asi la mejor transferencia de masa (Shuler, 2008).

Existen diferentes tipos de impulsores, uno de los mas comunes tanto en escala industrial
como en laboratorio es el impulsor tipo Rushton. Esté constituido de manera convencional
por 6 u 8 paletas disefiadas para mover el fluido en direccién radial. Con el objeto de
mejorar el mezclado, los reactores cuentan con un arreglo de 4 bafles (Shuler, 2008).

S de a <

93 de agitacion
Sensor de pH \ A/Semot de oxigeno
© oS
Dispositivo ( -
de adicion O
L+
_— ||l oo
Placas deflectoras
o bailes

Impubsores

Sistema de aircacion

Figura 9. Principales partes de un biorreactor de tanque agitado
(Tomado de Hernandez et al., 2003).

Controlador ADI 1010

Sistema de agitacion

Medidores de flujo de aire- Sensor de oxigeno disuelto

nitrégeno

Sensor de temperatura

Toma de muestra

Solucidn para el control de pH

Aireacion

Venteo

Malla de calentamiento

Figura 10. Biorreactor (1 L) Applikon Biotechnology con controlador ADI 1010. Unidad de Bioprocesos [IB-UNAM.
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El cultivo tipo batch, utilizado en la parte experimental de este proyecto, se caracteriza por
ser un sistema cerrado donde no hay adicion de sustrato, ni remocion de células, ni del
material celular excretado por las mismas en el biorreactor. La densidad celular se
incrementa hasta que existe un factor limitante que detiene su crecimiento. Debido a esto,
es posible reconocer un ciclo de crecimiento completo de la poblacion de
microorganismos. Este ciclo se puede clasificar en cuatro fases, una lag, exponencial,
estacionaria y de muerte celular.

Durante la fase lag el microorganismo se adapta al medio de cultivo, puede ser breve o
prolongada dependiendo de las condiciones de inoculacion del mismo. La fase
exponencial se caracteriza por ser un estado autocatalitico, que sigue un modelo de
progresion base 2, cuando una célula se divide genera dos células hijas, que a su vez
genera cada una a dos células méas, lo que se puede expresar como 2° > 2! y
sucesivamente. Para esta fase se cumple una relacion directa entre el nimero de células
iniciales y las presentes después de un determinado intervalo de tiempo, puede
expresarse como:

N = Ny2"

Donde N es el nimero final de células, Ny es el nimero inicial y n es el nimero de
generaciones durante el periodo de fase exponencial. Esta expresién se relaciona con el
tiempo de generacion (g) que es una medida del tiempo en que tarda en duplicarse una
poblacion y se expresa como:

g=t/n

Puede ser calculada conociendo el numero inicial y final de células, asi como el tiempo en
el que se presento el crecimiento en fase exponencial.

Una de las expresiones utilizadas para caracterizar el crecimiento de un microorganismo
es la velocidad especifica de crecimiento expresada como p (h™). Esta es funcion del tipo
de microorganismo, la temperatura, el pH, la naturaleza y composicion del medio, fuerza
ibnica, potencial redox, etc. El valor de p se considera constante en la fase exponencial de
crecimiento. Esta variable es (til para optimizar las condiciones de cultivo de un
microorganismo en particular y también para probar el efecto positivo o negativo de alguin
tratamiento sobre el cultivo bacteriano. Experimentalmente, se pueden llevar a cabo
mediciones de la concentracion celular en funcién del tiempo, para obtener un valor de p
para nuestro sistema y microorganismo particular. Para ello, es necesario hacer un
tratamiento matematico donde se genera una gréfica semilogaritmica del crecimiento
celular en funcién del tiempo y se trata como una ecuacién de primer orden, dénde la
pendiente de la recta representa, la velocidad especifica de crecimiento.

dx_
dt

f dx f “ e
) #
X1 x t

1

Th4
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lan - lnx1 = U (tz - tl)
Inx, = put + Inx,

d : L ., .
Donde d—’: representa el cambio de concentracion celular en funcion del tiempo, x es la

concentracion de células en el medio y t el tiempo de cultivo. El crecimiento exponencial
no se puede prolongar de modo indefinido por lo tanto a la siguiente etapa se le denomina
fase estacionaria donde el numero de células permanece constante en el tiempo.
Finalmente, el cultivo llega una fase de muerte, donde ocurre una baja en la viabilidad
celular del cultivo. Las limitaciones del crecimiento puede deberse a multiples factores,
una de ellas, la limitacion por disponibilidad de sustrato, lo cual puede presentarse en los
cultivos tipo batch puesto que no se alimenta medio fresco al cultivo. Una expresién que
representa la dependencia de la velocidad de crecimiento a partir de una fuente de
sustrato limitante es:

= e (55)

Donde S representa la concentracion de sustrato y ks es una constante de saturacion. La
velocidad especifica de crecimiento, como ya se menciond puede verse afectada por
otros factores, en el caso de este trabajo se analiza en funcién del valor de pH.

ii. Electrodo de oxigeno disuelto

El primer modelo de electrodo para medir oxigeno disuelto fue patentado por Clark en
1959. El sistema se compone por un anodo, catodo, membrana, electrolito, aislante de
vidrio y cuerpo del electrodo. El sensor se basa en un par de electrodos que estan en
contacto con una solucion electrolitica, los cuales se encuentran separados por una fina
membrana hidrofébica.

El material de estas membranas es generalmente teflén, silicona o polietileno, su principal
funcion es permitir anicamente el paso de oxigeno, evitando la interferencia por especies
electroactivas o pasivantes. El material del catodo es platino, oro o plata. Mientras que el
del anodo que a su vez actia como electrodo de referencia es de plata/cloruro de plata.
La funcién de la solucion electrolitica es fijar un valor de pH adecuado para la deteccién
del oxigeno, independiente de la muestra y mantener constante el potencial del electrodo
de referencia (Alegret et al., 2004).

Existen dos tipos de sensores. El polarografico al que debe aplicarse un voltaje para
efectuar la medida y el sensor galvanico en el cual se genera el voltaje suficiente para
generar la medida. El uso extenso del electrodo polarogréfico radica en que ofrece mayor
tiempo de respuesta, puede trabajar por largos periodos de tiempo y requieren de menor
flujo para tener lecturas estables (Crison, 2005).
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Los sensores polarograficos requieren polarizarse unas horas antes a su uso. Esto se
debe a que por cada molécula de oxigeno que se reduce entran cuatro electrones y
cuatro abandonan el anodo. El campo de medida es de 0-20 mg/L y con una desviacion
maxima del + 1% (Creus, 2011). Presentan pequefas desviaciones de la sefal por lo que
deben calibrarse periodicamente. Esta calibracion se puede hacer por medio de un
simulador que libera una sefial equivalente al 100% de saturacion de oxigeno y 0%
cuando el oxigeno es desplazado por nitrégeno en la solucién.

iii. Electrodo de pH

Es un electrodo combinado de vidrio con uno de referencia de cloruro de plata. Un
electrodo de pH debe calibrarse con dos 0 mas tampones estandar, seleccionados de tal
manera que el pH de la muestra esté dentro del intervalo de estos estandares. Se debe
evitar la deshidratacion de la membrana por lo que su conservacion requiere mantenerla
sumergida en una disolucién acuosa. Idealmente, la solucién debe ser la misma que la de
la membrana (Harris, 2007).

iv. Sensor de temperatura

Los dos principales tipos de termdmetros utilizados en los bioprocesos son el termémetro
de resistencia y el termopar (Shuler, 2008). El termdmetro de resistencia actlia debido al
cambio en la resistencia eléctrica que experimentan los materiales al variar la
temperatura. Ambas variables estan relacionadas por lo tanto se pueden establecer un
valor de temperatura en funcion de la resistencia eléctrica para cada instante en el tiempo
(Mufioz et al., 2004). El termopar esta compuesto por metales diferentes que al estar en
contacto producen una diferencia de potencial en funcién de la temperatura.

V. Esterilizacion

La esterilidad significa la ausencia de algun tipo de organismo viable. Con el objeto de
obtener cultivos puros en los cuales solo el microorganismo deseable se encuentre
presente, existe una buena cantidad de métodos fisicos y quimicos de esterilizacién. Sin
embargo, la esterilizacion utilizada en este proyecto se hizo a partir de calor humedo y por
filtracion. El calor humedo desnaturaliza a las proteinas ya que causa la rotura de los
enlaces puentes de hidrogeno. Este tipo de esterilizacion requiere temperaturas
superiores a las de la ebullicion del agua, lo cual se logra en autoclaves que usualmente
operan a 121°C y 15 psi durante 15 min. La filtracion es utilizada para la esterilizacién de
los gases que tienen contacto directo con el medio de cultivo o materiales termolabiles.
Para ello son utilizados filtros de membrana compuestos por sustancias como ésteres de
celulosa o polimeros plasticos, cuyos diametros de poro mas usuales en la industria son
de 0.22 y 0.45 um (Tortora et al., 2007).
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vi. Sistema de control en biorreactores

El mantenimiento de las condiciones Optimas para la formacion de productos en
ambientes complejos en biorreactores, requiere de la medicion y el control de algunos
parametros basicos tales como el pH, temperatura y oxigeno disuelto (Shuler, 2008). Con
este objetivo se utilizan instrumentacion y algoritmos de control que permitan mantener o
manipular las condiciones de proceso. Sin embargo, en muchas ocasiones no se tiene el
pleno conocimiento de la efectividad en el uso de la informacion recabada, sobre el
ambiente quimico intra y extra celular (Shuler, 2008).

La adquisicion de datos puede llevarse a cabo on-line u off-line. Depende del tipo de
instrumentacion, de las posibilidades de mantener la esterilidad en la fermentacion y de la
precision con la que el instrumento pueda hacer mediciones cuando las fermentaciones
se llevan a cabo en tiempos largos. Para proceder al control automatico de un proceso
biotecnoldgico especifico es necesario aplicar los valores evaluados y estimar el estado
del proceso de acuerdo a los modelos mateméticos previamente establecidos. Es posible
establecer sistemas simples de control 0 sistemas de control en cascada. Los sistemas de
control toman la informacion del registro de datos, lo comparan frente a un set-point y
emiten sefales de salida que van a los elementos de control finales.

p. Determinacidon del coeficiente de transferencia de masa (k_a)

En los procesos de fermentacion aerdbicos es necesario un suministro adecuado de
oxigeno que satisfaga los requerimientos metabdlicos de los microorganismos empleados.
Para ello es indispensable conocer los requerimientos de oxigeno del cultivo (Quintero,
1993). De tal manera que sea posible determinar el tipo de biorreactor, las condiciones
de aireacion y agitacion capaces de mantener una determinada concentracion de oxigeno
disuelto (O.D.) en el medio de cultivo.

Se ha reportado ampliamente el sistema de transferencia de oxigeno desde una fase
gaseosa hasta su aprovechamiento por el microorganismo, basicamente se puede dividir
en las siguientes etapas:

o La transferencia difusional del oxigeno a través de la pelicula formada en la region
gas-liquido que rodea a las burbujas de aire en el medio de cultivo liquido.
El camino y aglomeracion de las burbujas en solucion.
La transferencia de oxigeno a travées de la pelicula de liquido que rodea a la célula.
o Lareaccion bioquimica intracelular.

La mayor resistencia a la transferencia de oxigeno la opone la pelicula de liquido que
rodea la burbuja. Aunque esto solo se cumple en el caso de organismos unicelulares, en
los agregados celulares la difusion a través del agregado mismo constituye el paso
controlante. Cuando la concentracion de oxigeno disuelto en un cultivo en crecimiento,
est& cambiando con respecto al tiempo, la transferencia de oxigeno esta dada por:
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dc dc .
> = OTR— OUR = = ka(C; =€) — Qo, * Cx

dc , L, . .
-, 'epresenta el cambio de la concentracion de oxigeno en el tiempo, la OTR es la

velocidad de transferencia de oxigeno y la OUR es la velocidad del consumo de oxigeno.
Mientras que el k;a es el coeficiente de transferencia de masa, C; es la concentracion de
equilibrio de oxigeno en la fase gaseosa, C; Concentracion de oxigeno en la fase
liquida y el consumo de oxigeno por parte de las células es Q,,, la concentracion celular
se representa (Cy).

Tabla 2. Metodologias para la determinacidn del coeficiente de transferencia de
oxigeno (k_a).

Medicién indirecta

Técnica Aplicacion Ventajas Desventajas

Eliminacion de oxigeno por

- ~ h Determinacion rapida
insercion de un gas inerte. piday

sencilla sobre todo en Depende de la temperatura y el

Eliminacion de gas Posterior lectura de 2 .
o . reactores de volimenes tiempo de respuesta del electrodo
recuperacion de oxigeno en el pequefios
sistema.

Depende de la pureza 'y
Aplicacion en reactores concentracion de la solucién de
con grandes volimenes. | sulfito. Calidad y concentracion del
catalizador. El valor de pH

Reaccién de oxidacion del
Oxidacién de sulfito sulfito por la presencia de
oxigeno en el sistema.

Aplicacion solo en condiciones
Util en la medicién de donde el pH es mayor a 10. En
soluciones alcalinas mezclas de gases se prefiere que
sea baja la presioén parcial de CO,.

Consiste en burbujear CO, en
Absorcion de CO, un fermentador que contenga
una solucién alcalina.

vil. JUSTIFICACION

El estrés por pH externo constituye un factor limitante en la sobrevivencia y desarrollo de
Sinorhizobium meliloti (Lucena et al.,, 2010; Graham, 1991), que involucra diversas
respuestas celulares (Hellweg et al.,, 2009; Cunningha et al., 1984). En el suelo se
reconocen diferentes condiciones de pH para el crecimiento de la planta (Fassbender et
al., 1994). En este sentido, el presente trabajo se centra en reconocer el efecto en el
crecimiento de S. meliloti cepa M7B46 respecto a diferentes condiciones de pH en cultivo
sumergido. Asi como, describir la produccién de exopolisacéaridos y polihidroxibutirato del
cual no existen antecedentes para esta cepa. Lo anterior con el objetivo de obtener una
formulacion de biofertilizante con alta efectividad en campo.

vill.  HIPOTESIS

Caracterizar el crecimiento en cultivo sumergido de Sinorhizobium meliloti a diferentes
condiciones de pH permitird determinar su efecto sobre la viabilidad y generaciéon de
polimeros intra y extra celulares.
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IX. OBJETIVOS

a. Objetivo general

Caracterizar el efecto del pH en el crecimiento de Sinorhizobium meliloti en cultivo
sumergido en biorreactor de tanque agitado (1 L).

b. Objetivos particulares

1. Caracterizar el kia en reactor de 1 L a diferentes condiciones de aireacién y
agitacion.

2. Elaborar cinéticas de crecimiento en biorreactor de tanque agitado (1L) de S.
meliloti a diferentes condiciones de pH.

3. Determinar la viabilidad y el crecimiento celular de S. meliloti a lo largo del cultivo
en biorreactor, por medio del uso de técnicas espectrofotométricas (D.O.) y

microbiologicas (UFC’s/mL).

4. Elaboracion de cinéticas de produccidon de exopolisacaridos generados por S.
meliloti en las diferentes condiciones de pH.

5. Cuantificar la produccién de polihidroxibutirato (PHB) a lo largo del cultivo.
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X. MATERIALES Y METODOS

a. Cepas de trabajo

Las cepas de Sinorhizobium meliloti con las que se realizé el presente trabajo fueron
proporcionadas por la empresa Biofabrica Siglo XXI S.A. de C.V., (en adelante se
nombraran con las letras A, B, D):

= Cepa A: S.meliloti M7 B46
= CepaB: S. meliloti M8 B85
= CepaD: S. meliloti M4 D604

b. Descripcion de los medios de cultivo

La informacién de los medios de cultivo aqui descrita es propiedad de Biofabrica Siglo XXI
S.A. de C.V.

= Medio solido PY.
Para 1 litro de medio sélido PY se us6 0.7203 g de CaCl, 3 g de extracto de levadura, 5 g
de peptona de caseinay 16 g de agar (Rico, 2012).

= Medio liquido YEM.
Para 1 litro de medio liguido YEM se emple6 10 g de manitol, 0.5 g de extracto de
levadura, 0.1 g de NaCl, 0.5 g de K,PO, y MgSO, (Rico, 2012).

= Medio LB (Luria Bertani).
Para 1 litro de medio sélido LB se utilizé 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto celular y 10
g de NaCl. Se ajusta el pH a un valor de 7.5 (Pedraza, 1999).

c. Identificacion de la cepa

La evaluacién macroscépica consistié en caracterizar las cepas se realiz6 en medio sélido
PY. Se incubaron a una temperatura de 30°C hasta observar crecimiento en placa
aproximadamente a las 48 horas. Se observé el tipo, tamafio y color de las colonias.
Simultdneamente se sembr6 en caja con medio LB en el cual la cepa de S. meliloti no
presenta crecimiento.

La evaluacion microscopica se realiz6 por medio de una tincion de Gram. En un
portaobjetos limpio se colocé una gota de agua destilada, con el asa estéril se tomé una
colonia y se suspendi6. Se fij6 al porta objetos con calor, evaporando el agua. Una vez
seca la muestra se agrego6 cristal violeta (1 min), se lavé con agua destilada y se agreg6 1
ml de lugol por 1 min, se decoloré con alcohol-acetona, se lavo y se cubrio la preparacion
con safranina por 1 min. Se observo al microscopio marca Zeiss modelo Axiostar plus con
el objetivo de inmersién 100X (De los Angeles y Pérez, 2004).
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d. Resistencia a antibioticos

Los ensayos tanto en reactor como en matraz partieron de muestras de S. meliloti
contenidas en cajas con medio sélido PY, esto con el fin de verificar la morfologia de la
cepa. Las cajas con el medio contenian &acido nalidixico a una concentracién de 40
pg/mL, al cual S. meliloti es resistente.

Las alicuotas del antibiético se prepararon disolviendo hasta 50 mQac. nadixico/ML20,
esterilizadndolos por filtracion con un filtro de jeringa estéril Millipore de 0.2 um de didmetro
de poro y se almacenaron a 4°C para su frecuente disponibilidad. Fueron agregados al
medio de cultivo frio para evitar su degradacion.

e. Elaboracion de banco de trabajo

A partir de las cepas de S.meliloti contenidas en caja de Petri con medio PY, se realiz6 un
crecimiento en matraz de 500 ml con 100 ml de medio YEM a 30°C y 200 rpm, sin control
de pH. Se detuvo el cultivo a las 12 h cuando la densidad 6ptica se encontr6 en el
intervalo de 0.6 - 0.8 que de acuerdo a la cinética de crecimiento representa la fase
exponencial, la biomasa se dividié en tubos de fondo cénico y se centrifugd a 10,000 rpm
a 14 °C por 10 min. Se hizo un lavado con solucion isoténica de NaCl al 0.8% y se
suspendié el paquete celular y se centrifug6 a 10,000 rpm por 10 min. Se decantd el
sobrenadante y la biomasa se suspendié en una solucién con glicerol al 50 % se
almacend a -70°C en crioviales (Rico, 2012).

f. Cinéticas de crecimiento

i. Cinéticas en matraz

Esta cinética se realizé por duplicado en matraz Erlenmeyer de 500 ml utilizando 100 mi
de medio YEM, manteniendo la temperatura a 30°C y la agitacion a 200 rpm en una
incubadora New Brunswick Scientific Classic Series modelo C25 (Rico, 2012).

ii. Cinéticas en reactor de 1L

Esta cinética se realizé por duplicado en un biorreactor de tanque agitado Applikon (1 L)
con Bio Controller ADI 1010. El cual cuenta con termopozos, electrodo de pH y de
oxigeno disuelto. La agitacion es suminstrada por medio de una turbina Rushton. Se
utilizé medio de cultivo YEM. El biorreactor junto con el medio se esterilizaron a 121°C por
15 min. El biorreactor fue inoculado con 5% en volumen de un inéculo crecido durante 12
h en matraz de 500 ml con 100 mL de medio YEM. El biorreactor se operé a 30°C y un
control de oxigeno disuelto al 35% llevado a cabo por un control en cascada por agitacién
y mezcla de gases aire-nitrégeno, el control de la acidez del medio se llevo a cabo a pH 5,
6, 8, 9y sin control (7+ 0.4).

33



iii.  Medidor de pH

Se utilizé un electrodo combinado de pH Mettler Toledo de Ag/AgCl cuyo rango de medida
varia entre 0 y 12 unidades de pH y soporta una temperatura maxima de 130 °C. El
calibrado del electrodo se realiz6 con el uso de buffers a pH de 4 y 7. El control de pH se
llevé a cabo con el BioController ADI 1010 que emite sefiales que accionan bombas
peristalticas de acido y/o base. El uso de este tipo de bomba permite que el producto no
tenga contacto directo con el mecanismo impulsor, esto garantiza la esterilidad del
producto.

iv. Medidor de oxigeno

Para la medida del oxigeno disuelto se utilizd6 un electrodo de oxigeno disuelto
polarografico esterilizable Mettler Toledo. Consiste en un catodo de platino y un &nodo de
Ag/AgCI conectados conductimétricamente por un electrolito, separados de la solucion
mediante una membrana permeable al gas. Se polarizé aproximadamente 8 h después de
esterilizar y antes de llevar a cabo las lecturas.

g. Determinacién del crecimiento celular, consumo de sustrato
y produccién de polimeros intra y extra celulares

i. Cuantificacion del crecimiento celular

El crecimiento de S. meliloti a lo largo del cultivo se determind por turbidez, unidades
formadoras de colonia y siembra en placa y por gravimetria.

Se midi6 indirectamente el crecimiento de S. meliloti por medio de la absorbancia, leida a
una longitud de onda de 600 nm con un espectrofotometro Genesys 5 ThermoSpectronic
(Madigan et al., 2009).

En el caso de las unidades formadoras de colonia por técnica de dilucion y siembra en
placa, la técnica consistié en realizar una serie de diluciones en factores de 10 hasta 10
en condiciones estériles con solucién isoténica de NaCl al 0.85% a partir de una muestra
de cultivo. Dependiendo de la fase de crecimiento donde se haya tomado la muestra, fue
la dilucion requerida. El propoésito es que en el momento de sembrar en caja de Petri con
medio PY, el niumero de colonias formadas esté entre 10 a 100, para que el conteo sea
estadisticamente fiable.

De cada dilucién se tomaron 100 uL de muestra, agregandolos a una caja de Petri con
medio PY. Se distribuy6 cuidadosamente el in6culo en toda la caja con ayuda de una
varilla de vidrio triangular previamente esterilizada. Hasta que la muestra fuera absorbida
completamente por el medio sélido. Las cajas sembradas se incubaron a 30°C de 48-72 h
en una incubadora Felisa. Se llevo a cabo el conteo de colonias formadas en un contador
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de colonias Sol-Bat Q-20 y tomando en cuenta la diluciéon se reportd el resultado en
UFC’s/mL (De los Angeles y Pérez, 2004).

La técnica por gravimetria consisti6 en tomar muestras de cultivo con una cantidad de
biomasa y densidad Optica determinadas. Las muestras se hicieron pasar a través de
membranas Millipore de 0.22 ym de didmetro de poro. Previamente las membranas
fueron llevadas a peso constante en una estufa Felisa a 80°C por 24 h. Las membranas
se enfriaron en un secador que contenia gel de silice y se pesaron en una balanza
analitica Sartorious CP225D. Las muestras se hicieron pasar a través de las membranas,
con la ayuda de un equipo de vidrio para filtracion a vacio porta membranas marca
Millipore. Una vez recolectada la muestra sobre la membrana se llevé a peso constante.
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Figura 11. Relacion entre la densidad optica y el peso seco
de S. meliloti, ensayo para la cepa A.

ii. Cinética de sustrato

Se centrifugaron las muestras obtenidas del cultivo a 10,000 rpm por 10 min en una
centrifuga Eppendorf modelo S417R. El sobrenadante se analizé por el método fenol-
sulfdrico para la determinacion de azlcares totales. El procedimiento consistié en agregar
1 mL de muestra en un tubo de ensayo, posteriormente se agregé 1mL de fenol (5% v/v),
por ultimo se agregaron 5 mL de H,SO, concentrado (por las paredes del tubo puesto que
es una reaccion exotérmica) y se agito en vortex. Se esperd 10 minutos para completar la
reaccion a temperatura ambiente y se ley6 la absorbancia a 490 nm con celdas de vidrio
Optico o cuarzo. La absorbancia se ajusta a cero con un blanco de agua tratado bajo el
mismo procedimiento (Dubois et al., 1956). Una curva estandar se obtuvo con D-Mannitol
Sigma Aldrich CAS number 69-65-8, tratado bajo el mismo procedimiento.
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Figura 12. Relacion entre la concentracion de manitol y la absorbancia
a 490 nm.(Modificado Dubois et al., 1956).

iii.  Cuantificacion de exopolisacéaridos (EPS)

Las muestras obtenidas en la cinética en reactor de 1 L, se centrifugaron a 10,000 rpm
por 10 min. El volumen por muestra fue de 10 a 12 mL y al sobrenadante se adicionaron 3
volimenes de isopropanol a 4°C por volumen de muestra. Esta solucién se almacené 24
h a -20°C en un refrigerador Revco Technologies REF-1617A14 para permitir la completa
deshidrataciéon de los EPS. El precipitado se colecté en membranas Millipore de 0.22 uym
de diametro de poro, previamente puestas a peso constante. Una vez colectados los EPS
sobre la membrana se llevo a la incubadora a 80°C por 24 h y se determind su peso. La
cantidad de EPS se obtuvo por la diferencia en pesos de la membrana (Saranya et al.,
2011).

iv. Cuantificacion de poli-B-hidroxibutirato PHB

Se cuantificéd la cantidad de poli-B-hidroxibutirato (PHB) por medio de su conversion a
acido crotdnico, el cual es posible valorar por espectrofotometria a una longitud onda de
235 nm (Law and Slepecky, 1961). Se procedié a realizar una curva estandar con PHB
comercial Sigma Aldrich Numero CAS: 29435-48-1. La curva estandar se realizd con
concentraciones de PHB de 0 hasta 6 ugpns/mLusos. EI procedimiento consistio en pesar
una determinada cantidad de PHB y disolver en acido sulftrico concentrado hasta llegar a
concentraciones de PHB en el intervalo mencionado. Las soluciones con PHB se
almacenaron en tubos de vidrio con tapa, previamente lavados con Extran (6%), agua
destilada, etanol y acetona. La solucién de PHB y acido sulftrico se almacen6 durante 4h
a 70°C. Posterior a ello, se hizo un barrido de longitud de onda a cada muestra para
verificar que el pico de absorbancia fuera a 235 nm, donde se ley6 el &cido crotonico y se
registro el valor de la absorbancia.
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Para la cuantificacion de PHB en las muestras obtenidas del cultivo de S. meliloti se
procedié a tomar 1 mL de muestra del cultivo y centrifugarla 10 min a 12,000 rpm. Se
desechd el sobrenadante y al pellet recolectado se agregé 1 mL de hipoclorito de sodio
(cloro comercial, cloralex). Se dejé reposar en bafio maria a 30°C por 1 h. Se elimin6 el
hipoclorito de sodio por centrifugacion a las condiciones descritas. Se hicieron lavados del
pellet con 1 mL de agua destilada, se centrifugé y se agregé 1 mL de acetona fria, se
centrifugd y por altimo se agregd 1 mL de etanol. El pellet resuspendido en etanol se
trasvaso a un tubo de vidrio (previamente lavado con Extran (6%), agua destilada, etanol
y acetona) y se permitié la evaporacion del etanol. Una vez que el tubo de vidrio contenia
sélo el PHB extraido se agregaron 5 mL de &cido sulfurico concentrado. Se llevo a la
estufa para mantenerlo ahi por 4 h a 70°C, a la par un blanco de acido sulfurico fue
sometido al mismo tratamiento. Para poder entrar a la curva estandar de PHB a partir de
las muestras problema fue necesario diluirlas con el blanco de acido sulfarico tratado, en
diluciones de 1/10 para muestras problema con densidades 6pticas hasta de 2.

Absorbancia ,,. .

MOpaML 412504

Figura 13. Relacién entre la concentracion de PHB y la absorbancia a 235 nm.

h. Determinacion de k a

La técnica consistio en eliminar el oxigeno mediante el burbujeo de nitrégeno en lugar de
aire, una vez que la concentracion de oxigeno en el liquido es cero, se airea de nuevo y
se toman mediciones de la recuperacion de la concentracion de oxigeno en el liquido a
diferentes tiempos (Anexo 1)(Quintero, 1993). Se usaron 3 flujos de aire diferentes (0.3,
0.5, 1 vwm) y diferentes velocidades de agitacién (200, 400, 600, 800 y 1000 rpm). La
ecuacion que describe el valor de k a en funcién de la recuperacion del oxigeno disuelto
en el liquido es:

CL
ln[l—F = _kLat
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Figura 14. Descripcion esquematica de la técnica dindmica desorcién-absorcion
de oxigeno. (Tomado de Garcia & Gémez, 2008).
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XI. RESULTADOS Y DISCUSION

a. Caracterizacion del reactor applikon biotechnology con
capacidad de 1 L

La caracterizacion del biorreactor de 1 L Applikon Biotechnology, consistié en el estudio
del coeficiente volumétrico de transferencia de masa (k,a) a diferentes condiciones de
aireacion y agitacion, medidas en volumen de aire por volumen de medio (vwm) y
revoluciones por minuto (rpm), respectivamente.

La velocidad de transferencia y la concentracién de oxigeno disuelto se consideran como
parte de los pardmetros mas importantes en el escalamiento de bioprocesos (Quintero,
1993).

Los valores de k,a obtenidos (Anexo 1 y 2) por la técnica de eliminacion de gases a
diferentes flujos de aire y agitacion, para dos fluidos newtonianos (agua y medio YEM), se
resumen en las tablas 3y 4 y figura 15. Existe una relacién proporcional entre la velocidad
del impulsor (rpm) y los coeficientes de transferencia de masa (k_a). Esto debido al efecto
que tiene la velocidad de los impulsores sobre el area interfacial. El area interfacial es la
superficie en la cual estdn en contacto la fase liquida con la fase gaseosa. Se considera
gue la resistencia mas importante a la transferencia de masa se localiza en esta interfase
liquido-gas. Cuando el impulsor aumenta su velocidad, rompe a las burbujas de gas
haciéndolas mas pequefias, distribuyéndolas radialmente. Lo anterior da lugar a un
incremento del area interfacial, permitiendo asi una mejor transferencia de masa. Caso
contrario, cuando la velocidad del impulsor es menor las burbujas son mas grandes,
disminuyendo el area de contacto y por lo tanto afectando asi la transferencia de masa. Si
la velocidad es muy baja puede presentarse un fenémeno de coalescencia entre burbujas
(Treybal, 1981).

En un flujo de aireacion a 0.3 vwm los valores de k,a fueron mas bajos en comparacion
con las condiciones a 0.5 vvm y 1 vwm. Sin embargo, entre estas dos Ultimas condiciones
de aireacion no se presentaron diferencias significativas del valor de k,.a. Se sugiere que
los altos flujos de aire provocan la formacién de cavidades de aire detrds de los
impulsores, zonas en las cuales las burbujas de aire son conglomeradas para formar
grandes cavidades de aire (Martinez et al., 1992). Aunque la diferencia del flujo aire entre
0.5 vwm y 1 vwm haya sido del doble, no se observo tal efecto en los valores de k, a.
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Tabla 3. Valores de k a para agua, a diferentes rpm vy flujo

de aire. Biorreactor de 1 L Applikon biotechnology.

k.a en medio agua (h™)

Aireacion
Agitaciéglvvm) 0.3 0.5 1
(rpm)
200 - 20.9 10.7
400 18.4 34.1 18.4
600 25 36.5 38.6
800 50.8 45.8 47.9
1000 49.7 49.7 43.7

Nota: El k a para el flujo de 0.3 vvm y 200 rpm no fue calculado.

Tabla 4. Valores de kLa para medio YEM, a diferentes rpm y flujo
de aire.Biorreactor de 1 L Applikon biotechnology.

k.a en medio YEM (h™)

Aireacién
Agitacio(vvm) 03 0.5 1
(rpm)
200 7.4 - 10.7
400 7.5 34.1 -
600 24 - 51.1
800 39.4 60.6 63.3

Nota: No se presentan los resultados de k,a donde la adquisicion de datos por parte del controlador no fue continua.
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Figura 16. Efecto de la aireacion en el mezclado en biorreactores de tanque agitado. Tomado de:
http://www.bakker.org/cfm/webdoc17.htm

b. Caracterizacion macroscopica y microscopica de la
cepa

La morfologia macroscopica (figura 17) coincide con lo reportado por Kuykendall et al.,
(2005). Cuando S. meliloti es crecido en medio solido a base de manitol con sales
minerales y extracto de levadura, la cepa presenta una estructura mucosa, semitraslicida
y color beige. Las colonias son circulares, convexas, usualmente opacas y aglomeradas.
Sus dimensiones son de 2-4 mm de didmetro dentro de los primeros 3-5 dias de
incubacion. Son bacilos cortos Gram-negativos (figura 18). No hay diferencias fenotipicas
especificas de S. meliloti que permitan distinguirlo del género Rhizobium (Wang et al.,
2013). Previo a los ensayos, se realizo una eliminacion de contaminaciones presentes en
las cepas. Dicha eliminacién se llevd a cabo con el uso de un antibidtico de amplio
espectro (4cido nalidixico) a una concentracion de 40 pg/ml. El resultado posterior a la
eliminacion de contaminaciones son las morfologias mostradas en la figura 17.

Figura 17. Morfologia macroscépica de S. meliloti en medio sélido PY.
Tiempo de incubacion de 48 a 71 h a 30°C.
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Wang et al., (2013) reportan que las ochos especies dentro del género Sinorhizobium se
caracterizan por tener un rapido crecimiento en medio con sales, extracto de levadura y
manitol. Las cepas de trabajo crecen en medio sélido dentro de las primeras 48 a 72 h de
incubacién. Su almacenamiento a -70 °C con 50 % de glicerol conserva alta viabilidad de
la cepa por lo menos en los primeros 6 meses. Aunque se infiere que la viabilidad con
este método de conservacion puede durar varios afios (Hernandez et al., 2003).

Uno de los parametros macroscopicos para evidenciar la existencia de alguna
contaminacion, fue el crecimiento en medio LB. Esta informacién fue brindada por
personal de CCG UNAM, lugar en el cual fueron aisladas las cepas. Ademas, Graham
(1991) reporta que las cepas de Rhizobium son sensibles a concentraciones de NaCl 100
mM. Sin embargo, también reporta que algunas cepas de S. meliloti soportan
concentraciones de hasta 300 mM de NaCl. Tomando en cuenta esta informacion
crecimos las cepas de S. meliloti en medio LB en el que la concentracion de NaCl es
171.2 mM, no hubo crecimiento en este medio y por lo tanto se consideré como un
parametro que permite reconocer la presencia de contaminaciones.

Figura 18. Morfologia microscopica de S. meliloti (tinicion de Gram) observada mediante microscopio 6ptico
Carl-zeiss Modelo Axiostar Plus. Aumento 40 y 100X.

S - ! . |

Figura 19. Morfologia de S. meliloti en cultivo en caja con medio PY, el tiempo de incubacion fue de 48 hrs a 30°C.
Aumento 10 X.
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c. Determinacion de manitol por el método colorimétrico
de azucares totales

El método propuesto por Dubois et al., (1952) se basa en la reaccion del 4cido sulfarico y
fenol con extremos reductores libres o potenciales en los azlcares. Las ventajas de este
método radican en que la reaccién ocurre en un tiempo muy corto, los reactivos son
estables y de bajo costo, la generacién de residuos puede llegar a ser minima y el equipo
requerido es facilmente disponible.

Aunque este método no ha sido reportado para la cuantificacibn de manitol, se decidio
ensayar el método por las ventajas que representa. La absorbancia leida a 490 nm
corresponde a la longitud de onda utilizada para las hexosas. La intensidad del color es
proporcional a la cantidad de azucar presente. La curva estandar es perfectamente
reproducible y solo necesita ser preparada en una ocasion para ser utilizada. La linealidad
se cumple hasta concentraciones de 12 mgmanito/ML. La coloracién de la reaccion coincide
con lo reportado por Dubois et al., (1956) siendo amarillo-naranja.

Sin embargo, al llevar a cabo el ensayo con el medio de cultivo YEM sin inocular, hubo un
aumento de 0.6 unidades de absorbancia (u.a.), respecto de la curva estandar elaborada
s6lo para manitol. Al analizar las muestras en cultivo la variacion de las lecturas de
absorbancia fueron irregulares sin mostrar alguna tendencia de la disminucién de la
fuente de carbono. Sugerimos que esto se debe a que en el medio de cultivo hubo
presencia de otros compuestos que son mas sensibles a la reaccion con el &cido sulfarico
y fenol que el manitol. Como lo refiere Sanchez (1998) en los sistemas bioldgicos existen
interferencias por otros carbohidratos que en nuestro caso pudieron ser secretados por la
misma bacteria.

d. Determinacion de PHB por el método de Law &
Slepecky modificado

Han sido varios los métodos utilizados para cuantificar el PHB, esto debido a la demanda
gue implica el desarrollo y optimizacién de procesos biotecnoldgicos, donde este polimero
es un factor relevante de las células microbianas (Montiel-Rivera et al., 2007).

La cuantificacion se puede llevar a cabo por métodos como: la gavimetria, donde el PHB
se extrae del resto de los componentes celulares y se aprovecha su solubilidad en
cloroformo caliente (Lemoigne, 1926); la espectroscopia de infrarrojo (Kansiz et al., 2000);
cromatografia de gases después de una esterificacion hidrolitica en un solvente clorado
(Braunegg et al., 1978); cromatografia liquida por conversién a acido croténico (Karr et al.,
1983) y espectrofotometria por previa conversién a acido croténico leida a 235 nm
(Slepecky & Law, 1960).
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El método utilizado en este ensayo fue el espectrofotométrico, por su facil manejo y
resultados reproducibles. La curva estandar cumple para concentraciones de hasta
6MgpHe/MLK2s04. La relacion coincide con lo reportado por Slepecky & Law (1960).

Sin embargo, cabe aclarar que se llevé a cabo una modificacion relevante de la
metodologia propuesta por Slepecky & Law (1960). En su ensayo la conversion de PHB a
acido croténico se lleva a cabo a 100°C durante 10 min, mientras que en este ensayo se
modificaron las condiciones de reaccion a 70°C durante 4 h. Esto, a partir de los estudios
previos de degradacion del PHB. Este polimero puede ser sustituido por diferentes
mecanismos y generar productos tales como el &cido crotonico (isémeros cis y trans) y
mezclas de oligomeros (Ariffin H., et al., 2008). Quimicamente, la B sustitucion de la
molécula de PHB es la que permite la conversion a acido croténico (Ariffin H., et al.,
2008). Montiel-Rivera et al., (2007), encontraron que el uso de acido sulfarico (H,SO,) a
70°C durante 4 h permite la conversién completa del PHB, donde el acido croténico es el
anico producto observado, después de probar con varias temperaturas y concentraciones
de H,SO,.
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e. Cinética de crecimiento de S.meliloti en matraces
agitados sin control pH
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Figura 20. Resultados cinéticos del cultivo en
matraz de S. meliloti (Cepa A) medio YEM, en
matraz de 500 ml con 100 ml de volumen de
llenado a 30°C, 200 rpm y sin control de pH a|
Crecimiento seguido por densidad Optica b| Gréfico
semilogaritmico del crecimiento c| Produccion de
polihidroxibutirato (PHB).
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Figura 21. Cultivo en matraz de S. meliloti Cepa A,
30°C, 200 rpm, sin control de pH y medio YEM.

La figura 20 presenta los resultados cinéticos del
cultivo sumergido de S. meliloti en matraces, con
agitacion orbital a 200 rpm, 30°C, sin control de pH y
con un volumen de llenado de 100 mL. Este cultivo
arranca en fase de crecimiento exponencial y se
mantiene asi hasta alrededor de las 10 h. Esto de
acuerdo con Madigan et al., (2009) se debe a que el
in6culo utilizado fue crecido a las mismas condiciones
y se encontraba en fase de crecimiento exponencial,
por lo que no se observa retraso y el crecimiento
sigue la misma tendencia. Se obtuvieron densidades
Opticas maximas de 1.39 + 0.08 UFC/mL a las 26 h de
cultivo.

La produccién de un inoculante requiere alcanzar una
adecuada cuenta celular en el producto final. De
acuerdo con Lupway et al., (2000) una formulacién
debe alcanzar y soportar una poblacién del orden
5x10" a 1x10° rizobios/g, mientras que Stephens &
Rask (2000) proponen una concentraciéon de 1x10°
rizobios/mL rizobios. En el cultivo sumergido de
S.meliloti en matraces agitados la viabilidad alcanzada
a tiempo final fue de 9x10® UFC/mL. Ademas, la
evaluaciéon de un inoculante incluye pruebas como
son la examinacién al microscopio, siembra en placay
eficiencia en campo (Lupway et al., 2000). En este
sentido, evaluar el crecimiento del microorganismo por
medio de la siembra en placa nos permitié reconocer
sus caracteristicas morfolégicas y verificar que no
existiera el desarrollo de microorganismos ajenos.

La generacion de poli-B-hidroxibutirato (PHB) se
presentd hacia el final de la fase exponencial (Figura
20-C). Representando hasta el 25% en peso de la
célula. Se carece de reportes que muestren la cinética
de produccion de PHB en matraces agitados para el
cultivo de S.meliloti. Esto debido a los problemas
inherentes a su caracterizacion. Sin embargo,
Tombolini & Nuti (1989) encontraron que la mayor
acumulacion de PHB en la cepa de S. meliloti Rm41
se presenta hacia el final de la fase exponencial, en
cultivo en biorreactor y medio con manitol.
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f. Cinética de crecimiento de S. meliloti en biorreactor
con control depH 5
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Figura 22. Resultados cinéticos del cultivo
de S. meliloti en biorreactor de 1 L con
control de pH 5, 30°C, medio YEM y
oxigeno disuelto al 35% a| Crecimiento
seguido por densidad o6ptica b| Grafico
semilogaritmico del crecimiento c| Control
de pH llevado a cabo con una solucién
acida d| Control de oxigeno disuelto e|
Viabilidad en unidades formadoras de
colonia por mililitro.

El uso de matraces agitados dificulta el monitoreo y
control de variables tales como el pH y el oxigeno
disuelto. Por esta razon, las etapas subsecuentes en
la experimentacibn se llevaron a cabo en
biorreactores.

El cultivo sumergido de S. meliloti con control de pH 5
alcanz6 una densidad Optica méaxima de 0.55
unidades de absorbancia (u.a.) a las 60 h de cultivo.
Reflejado en la viabilidad del cultivo representd una
cuenta méxima de 4.2x10° UFC/mL. La densidad
Optica a tiempo cero, una vez inoculado el reactor, fue
de 0.065 u.a. Es un experimento Unico, puesto que en
el duplicado de la fermentacién no hubo crecimiento.
S. meliloti es considerado un rizobio sensible a
condiciones &cidas, estudios en suelo demuestran
que suelos acidos presentan muy bajas poblaciones
de rizobios comparadas con suelos neutros o
alcalinos (Brockwell et al., 1991). Hellweg et al., 2009
crecieron en cultivo sumergido a nivel matraz la cepa
de S. meliloti 1021, primero con un buffer a pH 7 vy
cuando el cultivo alcanzé las 0.8 u.a., hicieron un
cambio a pH de 5.75, el cambio en la velocidad
especifica de crecimiento comparado con el control
(pH 7) fue evidente. Esto concuerda con lo observado,
debido a que dentro de las primeras 40 h de cultivo el
aumento en densidad 6ptica es practicamente nulo. El
cultivo se detuvo a las 60 h aunque, de acuerdo a la
figura 22-B, la pendiente de crecimiento no llega a una
etapa estacionaria. De Lucena et al., (2010) reportan
cinéticas con un buffer de pH 5.75 en matraz a 200
rpm y 30 °C con medio mineral, en donde la fase de
crecimiento prestacionaria se prolonga hasta las 150 h
de cultivo. La respuesta al estrés acido envuelve la
expresion diferencial de conjuntos completos de
genes asociados con diversas funciones celulares,
estas reacciones siguen un particular orden en el
tiempo (Hellweg et al., 2009). En este sentido se
considera que la baja viabilidad se debe a una lenta
adaptacion del microorganismo en esta condicion de
pH.
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El pH tuvo una caida de hasta 0.25 unidades en la misma hora en que disminuyé la
concentracion de oxigeno disuelto.

El oxigeno disuelto se controlé6 durante las primeras 40 h al 35% (figura 22-D).
Posteriormente su suprimioé el control y se airedé con un flujo de 0.1 vwm. Lo anterior
origind que la concentracién de oxigeno disuelto aumentara hasta el 80%. Sin embargo, la
pendiente de la densidad oOptica en funcién del tiempo de cultivo no muestra cambio
aparente.

g. Cinética de crecimiento de S. meliloti en biorreactor
con control de pH 6

El cultivo de S. meliloti con control de pH 6 alcanz6 una densidad Gptica maxima de 0.78
unidades de absorbancia (u.a.), a las 46 h de cultivo (Figura 23-A). La viabilidad méaxima
obtenida fue de 6.3x10° UFC/mL a las 16 h. La densidad éptica inicial fue de 0.038 u.a. El
experimento se hizo por triplicado pero sé6lo en uno de los cultivos hubo crecimiento. La
fase lag tuvo una duracién aproximada de casi 20 h. Es evidente que el crecimiento de S.
meliloti se ve afectado a esta condicion de pH.

La densidad 6ptica durante el cultivo presenta cambios significativos a partir de las
primeras 20 h. Sin embargo, aunque existe un aumento en densidad Optica, este
parametro no esta relacionado con el aumento de la cuenta celular y si con la formacion
de exopolisacaridos (EPS) que inician su produccién después de las 20 h. Alcanzando su
maxima produccioén a las 40 h con una generacion de 0.33 mgeps/MLcyitivo-

Los EPS | o succinoglicano son un grupo de heteropolisacaridos que puede ser secretado
en dos fracciones, se reconocen los de alto y bajo peso molecular (Skorupska et al.,
2006). Su biosintesis es sobreexpresada como respuesta a las condiciones acidas. En
este sentido, se sugiere que la célula trata de emplear un mecanismo de ahorro de
energia (Hellweg et al., 2009). Por esta razén, consideramos que la viabilidad no fue
favorecida en el cultivo a control de pH 6, ya que la bacteria no posee los mecanismos
para reproducirse en esta condicién. Sin embargo, si existio la produccion de EPS, lo que
nos sugiere que efectivamente en condiciones de estrés acido

S. meliloti tiende a producir estos polimeros, posiblemente como mecanismo de respuesta
para la adaptacién a su ambiente. Ademas, el indculo fue crecido en condiciones de pH
neutro, esta razoén pudo sumar a que se presentara una fase lag extensa.
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Figura 23. Resultados cinéticos del
cultivo de S. meliloti en biorreactor de 1 L
con control de pH 6, 30°C, medio YEM y
oxigeno disuelto al 30% a| Gréfico
semilogaritmico del crecimiento seguido
por densidad Optica. b| Viabilidad en
unidades formadoras de colonia por
mililitro c| Produccién de
exopolisacéaridos (EPS) d| Produccion de
polihidroxibutirato (PHB) e| Control de
oxigeno disuelto.

Cunningha & Munns (1984) sugieren que los rizobios
aislados de leguminosas donde las condiciones de
suelo son acidas producen significativamente méas EPS
gue aquellas cepas sensibles a la acidez. Estos han
demostrado ser un factor que le brinda tolerancia a S.
meliloti ante condiciones de estrés &cido en su
ambiente (Cunningha et al., 1984). Lo que sugiere por
un lado, si reconocemos que nuestra cepa es capaz de
producir este polimero en condiciones de pH 6, cabe la
posibilidad de que pueda generarlos para adaptarse a
su ambiente acido en el campo. Sin embargo, en el
ensayo la cuenta celular es altamente afectada. Por lo
tanto, esta condicién de acidez no es viable para poder
llevar a cabo el cultivo sumergido de S. meliloti, ya que
afecta a uno de los principales criterios en la
produccion de biofertilizantes que es alcanzar un alto
namero de cuentas celulares (Lupway et al., 2000,
Stephens & Rask 2000).

La produccién de PHB no fue favorecida con el control
de pH 6. La Figura 23-D muestra, cémo en las primeras
horas de cultivo la relacidn Wpps/Waiomasa fUe mayor y
decreci6 a medida que transcurri6 el tiempo.
Probablemente esto se deba a que el reactor se inocul6
de un cultivo tomado al inicio de la fase estacionaria,
gue fue crecido en las mismas condiciones en que se
presentd el ensayo para matraces de 500 mL (Figura
20-C) por lo cual la relacidon wpps/Waiomasa fue alta en un
inicio y decreci6 en el tiempo.

Respecto al oxigeno disuelto es apreciable solo una
ligera caida de su concentracion durante el cultivo
alrededor de las 25 h. Esto coincidi6é con el inicio de la
produccion de EPS.
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h. Cinética de crecimiento de S. meliloti en biorreactor sin

control de pH
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Figura 24. Resultados cin cinéticos del cultivo
de S. meliloti en biorreactor de 1 L sin control
de pH, 30°C, medio YEM y control de oxigeno
disuelto al 35% a| Crecimiento seguido por
densidad o6ptica b| Crecimiento seguido por
densidad Optica (escala semilogaritmica) c|
Viabilidad en unidades formadoras de colonia
por mililitro (escala semilogaritmica) d|
Produccion de expolisacaridos (EPS) e|
Seguimiento de pH en el cultivo f| Control de
oxigeno disuelto.

El cultivo de S. meliloti sin control de pH alcanz6 una
densidad 6ptica maxima de 1.68 + 0.06 unidades de
absorbancia (u.a.). La cuenta celular obtenida fue de
9.13x10° + 0.16 UFC/mL a las 26 h. La densidad
Optica inicial fue de 0.063 = 0.008 u.a. El
experimento se hizo por triplicado. En ninguno de los
cultivos se control6 el pH, su valor inicial dependi6
del medio y fue de 7.29 £ 0.06.

El crecimiento del microorganismo arrancé en fase
exponencial. Esto debido a que el in6culo fue
crecido en las mismas condiciones de pH,
temperatura y nutrientes comparadas con el cultivo.
La fase de crecimiento exponencial tuvo una
duracion de 10h (Figura 24-B). Posteriormente se
observé una etapa prestacionaria que se extendio
hasta las 30 h (Figura 24 B).

En las primeras 15 h de cultivo ocurrieron eventos
relevantes en el metabolismo de S. meliloiti. Se
presentd la mayor generacion de EPS (Figura 24-
D). El medio acidificé de 0.2 a 0.4 unidades de pH
(Figura 24-E). Hubo perturbaciones del control de
oxigeno disuelto, por lo que se sugiere que es en
esta etapa cuando el sistema requiere las mayores
cantidades de oxigeno para el crecimiento de la
bacteria. Posteriormente durante el cambio de la
pendiente en la curva de crecimiento, el pH recuperé
sus valores iniciales y el control fue eficiente al 35%
de oxigeno disuelto (O.D.).

En este cultivo no fue evaluada la concentracion de
PHB puesto que aun no se adecuaba la técnica
analitica de Law & Slepecky (1960) cuando fue
realizado.
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i. Cinética de crecimiento de S. meliloti en biorreactor
con control de pH 8
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Figura 25. Resultados cinéticos del cultivo de S.
meliloti en biorreactor de 1 L con control de pH
8, 30°C, medio YEM y control de oxigeno
disuelto al 35% a| Crecimiento seguido por
densidad 6ptica b| Crecimiento seguido por
densidad optica (escala semilogaritmica) c|
Viabilidad en unidades formadoras de colonia por
mililitro (escala semilogaritmica) d| Control de
oxigeno disuelto e| Control de la agitacion f|
Control del pH.

La figura 25 muestra los resultados del cultivo de S.
meliloti con control de pH 8.0 + 0.3. Este control se
llevd a cabo con el suministro de una solucion de
hidroxido de sodio (NaOH) al 0.5 N. Se alcanzaron
cuentas celulares de hasta 1.55 x10° * 0.45
UFC/mL. La densidad Optica maxima obtenida fue
1.58 £ 0.05 unidades de absorbancia (u.a.) a las 53
h de cultivo. ElI ensayo se llevo a cabo por
duplicado. El cultivo presenté un comportamiento
semejante al llevado a cabo sin control de pH.
Arranco en fase exponencial y hubo un cambio de
pendiente alrededor de las 10 h, que represento6 su
entrada a la fase estacionaria (Figura 25-B).

Después de las 20 h de cultivo no se observaron
aumentos significativos de la cuenta celular. Sin
embargo, si hubo un aumento de la densidad Optica
hasta las 53 h. En este periodo no se observé un
decaimiento de la viabilidad (Figura 25-C). La
cuenta celular en el cultivo cumple con lo reportado
por Lupway et al., (2000) y Stephens & Rask
(2000), quienes proponen que la formulacion debe
tener cuentas de 5x10’ a 1x10° UFC/mL para que
pueda ser utilizada como biofertilizante.

Durante las primeras horas el cultivo tendi6 a
acidificar. Sin embargo, la respuesta del control fue
inmediata y agregé base para contrarrestar tal
efecto. Mientras que en la fase estacionaria
presentd una ligera basificacion de 0.3 unidades de
pH que se conservd hasta que el cultivo finalizé.

El control de oxigeno disuelto (O.D.) fue inestable
durante las primeras 20 h (Figura 25-D).
Posteriormente el equipo controlé al 35 % O.D. En
cuanto a la agitacion, fue alrededor de las 10 h, en
plena fase exponencial, cuando el equipo tuvo que
incrementar las rpm para conservar la
concentracion de oxigeno en el cultivo (recordar
que el control de O.D., se realizdé por medio de un
control en cascada por agitacion y mezcla de
gases).
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05 La produccién de EPS ocurrié en las primeras 10 h
de cultivo, cuando este se encontrd en plena etapa
exponencial. Hacia la etapa estacionaria no se
03 observé generacion significativa de EPS. En este
sentido, se sugiere que su generacion esta
asociada al curso de las reacciones anabolicas o
011 catabdlicas que tienen lugar en la fase de
crecimiento exponencial del crecimiento de S.
meliloti.
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Tombolini & Nuti (1989) reportan que la maxima concentracién PHB alcanzada fue del
50% (WpHe/Wgiomasa) @ las 90 h de cultivo. Sin embargo, cuando controlaron al 30% durante
150 h alcanzaron una acumulacion de PHB del 55% (Wpne/Waiomasa). EXisten similitudes
con este ensayo, donde la generacion de PHB fue también en la etapa tardia exponencial,
pero la maxima produccion sélo alcanzo el 20% (Wpns/Wsiomasa) hasta las 30 h de cultivo, la
pendiente de la curva de generacion de PHB se mantiene constante después de las 25 h
(Figura 26), lo cual sugiere que es la maxima cantidad de PHB acumulada por el cultivo
en las condiciones descritas. Tombolini & Nuti (1989) también sefialan que no existe
mucho conocimiento acerca de la cantidad de PHB acumulado por diferentes especies de
rizobios. De ahi la importancia de caracterizar la produccién de PHB por la cepa de S.
meliloti M7B46. Se sugiere que el cultivo necesita un suministro eficiente de oxigeno
durante el crecimiento exponencial, para permitir el aumento de la cuenta celular y la
consiguiente produccién de EPS. Sin embargo, la produccion de PHB no requiere de la
misma cantidad de oxigeno, puesto que es en la fase estacionaria donde se produce y en
esta etapa no se reconocieron inestabilidades en el control de O.D. (Figura 25-D). Esto va
en acuerdo con lo reportado por Anderson & Dawes (1990), quienes sefialan que la
generacion de PHB en algunas bacterias se presenta cuando existe limitacion de
nutrientes tales como nitrégeno, fésforo y oxigeno, que limitan el crecimiento celular pero
favorecen la generacion de PHB. Ademés, Tombolini & Nuti (1989) sefialan que la sintesis
de PHB mejora cuando el suministro de oxigeno es deficiente.
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j. Cinética de crecimiento de S. meliloti en biorreactor
con control de pH 9
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Figura 27. Resultados cinéticos del cultivo de S.
meliloti en biorreactor de 1 L con control de pH
9, 30°C, medio YEM y control de oxigeno
disuelto al 35% a| Crecimiento seguido por
densidad Optica (escala semilogaritmica) b|
Viabilidad en unidades formadoras de colonia
por mililitro (escala semilogaritmica) c|
Produccion de expolisacaridos (EPS)
experimento Unico d| Control de pH e| Control de
oxigeno disuelto f| Control de la agitacion.

El cultivo de S. meliloti con control de pH 9 (Figura 27)
alcanzo una densidad Optica de 1.13 + 0.15 unidades de
absorbancia (u.a.). A las 32 h, la cuenta celular maxima
alcanzada fue de 1.25x10° + 0.9 UFC/mL, con una
velocidad especifica de crecimiento (i) de 0.13 h™.
Aunque esta ultima fue menor comparandola con los
cultivos sin control de pH (u=0.18 h) y pH 8 (u=0.26 h’
Y). Fue alrededor de las 20 h donde el cultivo entr6 en
fase estacionaria, como lo demuestra la curva de
densidades o6pticas o la de viabilidad. Posterior a la
entrada en fase estacionaria y hasta las 30 h, el cultivo
no presentd aumentos significativos de la cuenta celular.
La generacion de EPS (experimento Unico) alcanzé su
maxima produccion alrededor de las 23 h de cultivo y
durante la fase estacionaria disminuy6 su cantidad.

El experimento se realizé por duplicado, sin embargo en
unos de los sistemas el control de pH fue ineficiente.
Esto porque el sistema permiti6 la acidificacion del
medio hasta un pH de 7.8. El segundo controlador
mantuvo el pH 9 a lo largo de todo el cultivo (Figura 27-
D). La acidificacion del medio ocurrié en plena etapa
exponencial, anterior y posterior a ella el control de
ambos sistemas fue pH 9. Al hacer una comparacion
entre la cuenta celular de ambos sistemas, se observo
gue la caida del pH no representd una variacion en la
viabilidad del cultivo (Figura 27-B).

El control de oxigeno disuelto presenta perturbaciones
del sistema en las primeras 10 h de cultivo,
posteriormente se mantiene al 35% La agitacion en el
sistema aumentd las rpm en las primeras 15 h para
compensar el oxigeno disuelto consumido por el
microorganismo durante la etapa exponencial.

En este cultivo no fue evaluada la concentracion de
PHB puesto que aun no se adecuaba la técnica analitica
de Law & Slepecky (1960) cuando fue realizado.
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k. Cinética de crecimiento de S. meliloti cepas A, B, D en
bioreactores de 10 L

D.0.550 nm (U-2)

IND.O. 450 nm (U-A)

MGpyp/L

0124 D

0.10

0.08

0.06 —

MYpe/MYpeso seco
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Tiempo (h)
Figura 28. Resultados cinéticos del cultivo de

S. meliloti  en biorreactor de 10 L para las
cepas A () B (8), D (+), 30 °C, sin control de
pH ni de oxigeno disuelto a| Crecimiento
seguido por densidad Optica b| Crecimiento
seguido por densidad Optica (escala
semilogaritmica) c| Produccion de PHB por
volumen de cultivo d| Producciéon de PHB por
peso seco de cultivo.

En el ensayo en biorreactor de 10 L para las
cepas de S. meliloti A, B y D, se obtuvieron
velocidades especificas de crecimiento de 0.17,
0.15 y 0.17 h™ respectivamente (Figura 28). Se
parti6 de un in6culo de cada cepa crecido en
matraz Fern-bach de 3 L, con 1 L de volumen de
llenado en medio YEM, sin control de pH a 30°C
y 200 rpm. La densidad Optica inicial de cada
cultivo en biorreactor fue de 0.085 (cepa A),
0.067 (cepa B), 0.081 (cepa D) unidades de
absorbancia (u.a.).

Las mayores densidades Opticas alcanzadas
fueron para las cepas A y D, mientras que la
cepa B alcanzé una densidad éptica de 0.82 u.a.
El tiempo de cultivo fue de 25 h. Estos ensayos
se realizaron una sola vez.

La cepa D es la que produce mayores cantidades
del polimero PHB hasta un 15% mas a las 25 h
en comparacién con la cepa A. Mientras que la
cepa B practicamente no lo produce. La cantidad
de nitrégeno necesario para un control de
oxigeno disuelto por mezcla de gases, encarece
el proceso de produccion en reactores con este
volumen de trabajo. Por esta razon, el cultivo se
llevé a cabo sin control de oxigeno disuelto. Sin
embargo, la generacion de PHB fue menor si la
comparamos con la cantidad del polimero
obtenida en el cultivo en biorreactor de 1 L a
control de pH 8, donde hubo una produccién de
hasta el 20% en peso en tiempos y densidades
Opticas de cultivo similares (Figura 26).

Este ensayo sugiere que el cultivo sumergido
requiere de un control de oxigeno disuelto en
condiciones microaerobias para que se
produzcan mayores cantidades de PHB. Una
estrategia para maximizar los rendimientos, seria
bajar la concentracion de oxigeno disuelto hacia
el final de la fase exponencial que es donde se

estda llevando cabo su produccion (Fiaura 28).
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Velocidad especifica de crecimiento de S. meliloti en

funcién de la condicién de pH en cultivo sumergido en

biorreactor

Cada microorganismo tiene un rango de pH dentro del cual es posible su crecimiento y
normalmente posee un pH 6ptimo bien definido (Madigan et al., 2009). En la figura 29 se
observa que la velocidad especifica de crecimiento depende de la condicién de pH donde
se crezca a S. meliloti en cultivo sumergido con medio YEM. El pH interno de S. meliloti
segun lo reportado por algunos autores esta entre las 7.6 a 8 unidades de pH (Graham,
1991). Por esta razon, se propone que hubo mayores velocidades de crecimiento en el pH
sin control y ligeramente alcalino (pH 8). Debido a que el pH extracelular fue muy préximo
al intracelular. S. meliloti es sensible a condiciones acidas (Hellweg et al., 2009), lo cual
es evidente tanto en la velocidad de crecimiento (Figura 29) asi como en los resultados de
la cuenta celular (Tabla 5).

Velocidad Especifica de Crecimiento (h™)

0.30

0.25 -
0.20 -
0.15 A
0.10 -

0.05 -

5

7 8

pH
Figura 29. Velocidades especificas de crecimiento en funcién del pH para el cultivo
sumergido de S. meliloti en biorreactor de tanque agitado (1 L), con medio de cultivo YEM.

Tabla 5. Resumen de resultados del cultivo sumergido de S. meliloti en biorreactor
de tanque agitado (1L) con medio de cultivo YEM.

oH Densidad | Cuenta celular es\:)e(;giﬁ:ggilje Exopolisacéridos
Optica (u.a.) (UFC/mL) crecimiento (h) (g/L)
5 0.55 4.20E+06 0.03 -
6 0.78 2.00E+06 0.108 0.33
Sin 1.68 +0.06 | 1.35E+09 (+0.4) 0.18 +0.01 0.19 £ 0.02
control
8 1.2+0.05 | 1.1E +09 (x0.1) 0.26 0.36 £ 0.1
9 1.13+0.15 |1.25E+09 (+ 0.9) 0.13+0.01 0.15

54



La nodulacion efectiva de leguminosas con formulaciones de microorganismos es funcion
de multiples factores bibticos y abibticos en el ambiente (Toro, 1996). Existen diferentes
condiciones en el suelo que pueden resultar desfavorables para el rizobio. Sin embargo,
una de las mas importantes es el pH (Lupway et al., 2000). Existen factores que sugieren
que una adaptacion del rizobio al ambiente puede llegar a incrementar su competitividad
en campo, de ahi el sentido de caracterizar nuestra formulacion respecto a variables
como la viabilidad celular, la generacion de polimeros intra y extra celulares, tales como el
poli-B-hidroxibutirato (PHB) y los exopolisacéridos (EPS). En el caso del PHB, Anderson &
Dawes, 1990 proponen que puede servir como almacén de energia cuando el sustrato es
limitado, de este modo una mayor generacion del polimero probablemente reditie en una
mayor vida de anaquel del producto, ademas de mejorar la eficiencia en la nodulacién, por
la proteccién que brinda a la enzima nitrogenasa cuando se encuentra en ambientes
oxidantes. Jones (2012) sugiere que el nivel de produccion de EPS es uno de los factores
envueltos en la eficiencia de la nodulacién bacteria-leguminosa. Durante el ensayo se
encontré que con un control del cultivo a pH 8, S. meliloti gener6 mayor cantidad de EPS
comparado con el resto de las condiciones de pH.

En la produccion de un biofertilizante es relevante considerar la pureza del cultivo. Se
encontré que la cepa de S. meliloti M7B46 crece en placa con medio PY en las primeras
72 h de incubacioén, formando colonias circulares, convexas, con dimensiones de 2-4 mm
de diametro. Su morfologia es de bacilos cortos Gram negativos que no crecen en medio
Luria Bertani (LB).

Respecto a la viabilidad celular encontramos que nuestra cepa es altamente sensible a
las condiciones acidas de cultivo con control de pH 5 y 6, puesto que la cuenta celular
alcanzada no fue mas alla de 10° UFC/mL. Mientras que las condiciones neutras y
alcalinas si favorecieron su crecimiento alcanzando cuentas de hasta 10° UFC/mL. Otro
parametro observado fue la velocidad especifica de crecimiento (1) que tuvo una alta
dependencia respecto de la condicion de pH. A pesar de que el cultivo a pH 9 llegd a una
alta densidad celular (10° UFC/mL), la p decrecié un 50% comparada con la condicién de
pH 8 cuya p fue de 0.26 h™. La viabilidad del cultivo en biorreactor superé a la alcanzada
en matraz a las mismas condiciones de pH, en el primero se alcanzé una cuenta de hasta
1.35 x10° UFC/mL, mientras que en el segundo se alcanzé una de hasta 9x10® UFC/mL.
Sin embargo, la cuenta celular mas alta se alcanzo en el cultivo en biorreactor con control
de pH 8 que fue de 1.55 x10° UFC/mL.

La generacién de EPS en la condicién de acidez a pH 6 se present6 después de las 20 h
de cultivo, en este caso la densidad 6ptica fue aumenté por la generacion de estos
polimeros y no por un aumento de la cuenta celular, que por otro lado disminuyé. La
cantidad méaxima generada de EPS fue de hasta 0.3 g/L en el control a pH 6, una
produccion similar a la encontrada con la condicién de pH 8 cuya maxima fue de 0.36 g/L
+ 0.11. La mayor produccion de los EPS se presenta en la etapa de crecimiento
exponencial, donde la exigencia de oxigeno en el sistema es mayor (Figuras 23-F; 24-D;
25-D) acompafiado de una acidificacion del medio (Figuras 23-E; 25-D). Por ello
proponemos que la acidificacion del medio esta relacionada con la produccion de EPS,
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puesto que se ha identificado que estos polimeros son de naturaleza 4cida (Jones, 2012).
Pasada la etapa exponencial no hubo generacion importante de los mismos.

En cuanto a la produccion de PHB, se observd que su generacidn se presenta en la fase
tardia exponencial (Figuras 19-C; 25-A). Su comportamiento es semejante a una curva de
crecimiento bacteriano. En la condicién de pH 6 no hubo produccion del mismo. En el
cultivo con control a pH 8 S. meliloti produjo hasta 20% WpHe/Wpeso seco CONtrolando el
oxigeno disuelto al 35%. Mientras que en matraz se gener6 hasta casi el 25% Wpnp/Wpeso
seco- SN embargo, en el cultivo en biorreactor de 10L, sin control de oxigeno disuelto la
produccién obtenida fue alrededor del 9% Wpna/Wpeso seco- EN €Ste sentido, se observd que
a medida que se incrementé el volumen de cultivo se gener6 menor cantidad de este
polimero en las células a las condiciones descritas. Sugerimos que este efecto esta
determinado por el suministro de oxigeno en cada sistema.
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XIl.

CONCLUSIONES

El coeficiente de transferencia de oxigeno (K.a) cumple una relaciéon proporcional
respecto de la agitacién aplicada en el sistema. Sin embargo, altos flujos de
aireacion no promueven mayores valores de K, a.

Las condiciones acidas (pH 5 y 6) no son favorables para el crecimiento en cultivo
sumergido de S. meliloti. Sélo se alcanzaron cuentas celulares de 10° UFC/mL,
mientras que en el caso de las condiciones neutras y alcalinas se obtuvieron
cuentas del orden de 10° UFC/mL. Ademas, la velocidad especifica de crecimiento
se ve altamente afectada en las condiciones acidas, a pH 6 disminuy6 un 60%,
mientras que a pH 5 disminuyd 89% comparado con la condicion 6ptima a pH 8
cuya velocidad de crecimiento fue de 0.26 h™.

La produccion de exopolisacaridos (EPS) estad asociada con el crecimiento del
microorganismo, su mayor generacion se presenté durante la fase exponencial. Se
propone que la acidificacion que se presentd en el cultivo sumergido de S. meliloti
durante la etapa exponencial de crecimiento se debe a la generacion de EPS en el
sistema. La condicion a pH 8 permitié obtener los mas altos rendimientos de EPS.

El poli-B-hidroxibutirato es un producto que se genera en el cultivo sumergido de
S. meliloti durante la fase de crecimiento tardia exponencial. Su produccién mas
alta se observo con el ensayo a control de pH 8 representando hasta el 20% del
peso celular.

El método de Law & Slepecky (1960) modificado permite cuantificar con precision
la cantidad de poli-B-hidroxibutirato en el cultivo de S. meliloti. Dicha modificacion
consiste en aumentar a condiciones mas drasticas la reaccién de degradacion de
este polimero.
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Xll. PERSPECTIVAS

1. Cuantificar el consumo de sustrato en cultivos de S. meliloti por medio de métodos
enziméaticos y/o HPLC.

2. Valorar la viabilidad y el consumo de PHB de muestras almacenadas a
temperatura ambiente en funcion del tiempo.

3. Estudiar el motivo por el cual el cultivo entra a fase estacionaria (limitacién por
nutrientes o por densidad celular).

4. Generar células con altos contenidos de PHB por medio de estrategias de
limitacion de oxigeno y evaluar sus efectos en campo y vida de anaquel.

5. Mantener la cantidad de PHB generado en las células a lo largo del proceso de
escalamiento.

6. Ensayar estrategias de cultivo que permitan superar las cuentas celulares de 10°.
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XV. ANEXOS

Anexo 1. Caracterizacion del biorreactor Applikon Biotechnology (1 L) por medio
del célculo del coeficiente de transferencia de masa (k, a) para agua destilada a
través de latécnica de eliminacién de gases a diferentes condiciones de aireacion y

agitacion.
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Anexo 2. Caracterizacion del biorreactor Applikon Biotechnology (1 L) por medio
del calculo del coeficiente de transferencia de masa (k.a) para medio YEM a través
de la técnica de eliminacion de gases a diferentes condiciones de aireaciéon y

agitacion.
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xVvl. GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico. Acido nucleico que contiene informacion genética necesaria
para el desarrollo y funcionamiento de los organismaos vivos conocidos.

Bacteria. Grupo de células procariontes filogenéticamente relacionadas y distinto del
dominio arquea.

Biota. Conjunto de especies de plantas, animales y otros organismos que ocupan un area
dada.

Célula procariota. Célula que carece de un nucleo delimitado por una membrana nuclear
y de otros organulos.

Cepa. Grupo de organismos con caracteristicas taxondmicas similares como las
bacterias, hongos o virus, cuya ascendencia comun es conocida.

Cultivo microbiano. Formulacion en la que se crece a uno 0 varios microorganismos
mediante condiciones controladas.

Cultivo sumergido. Los nutrientes se encuentran en solucién liquida y los
microorganismos se desarrollan flotando libremente o forman agregados (pellets) en el
caso de los hongos.

Escala de pH. Representa la medida de acidez o alcalinidad de una solucién en valores
gue van desde 0 hasta 14, donde el 7 representa el equilibro entre especies H" y OH’, es

decir la neutralidad.

Espectrofotémetro. Instrumento que permite medir la cantidad de luz absorbida a una
longitud de onda especifica.

Exopolisacéridos. Grupo de polimeros de monosacaridos que rodean la estructura
externa de la célula.

Factores abioticos. Elemento de los ecosistemas que carece de vida en el cual habitan
los seres vivos. Ejemplo: agua, temperatura, luz, pH, suelo, humedad, etc.

Factores bidticos. Son los seres vivos que son parte de un ecosistema.
Factores nod. Son factores de nodulacion (oligosacéridos) producidos por bacterias

llamadas rizobios que intervienen durante la formaciéon de nédulos fijadores de nitrégeno
en las leguminosas.
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Fases de crecimiento. Modelacion del crecimiento de un cultivo de microorganismos
suponiendo cuatro fases de crecimiento, una fase de adaptacion, estacionaria,
exponencial y una de declive.

Fase lag. Etapa que representa la adaptacion de los microorganismos a su medio de
cultivo, donde existe un metabolismo activo sin cambios aparentes en su crecimiento.

Fase estacionaria. Periodo que sigue a la fase de crecimiento exponencial, caracterizado
por una velocidad de crecimiento de una poblacién igual a cero.

Fase exponencial. Etapa en el cual el crecimiento de una poblacién se incrementa de
forma exponencial.

Fijacion Bilégica de nitrogeno. Reduccion de N, a NH; por medio de la enzima
nitrogenasa, parte constitutiva de algunos microorganismos.

Formulacidon. Representacion de la composicién de una sustancia.

Gen. Segmento de ADN o (ARN en algunos virus) especifico para una proteina, o cadena
polipeptidica, un RNA de trasferencia o0 un RNA ribosémico.

Genes nod . Genes responsables de la nodulacién en la planta por parte de la bacteria.

Gram-negativo. Célula procariota cuya pared celular contiene minimas cantidades de
peptidoglicano y presenta una membrana externa compuesta por lipopolisacarido,
lipoproteinas y otras macromoléculas complejas. Las células al microscopio se tifien rosas
cuando se les aplica una tinciéon de Gram.

Hibrido. Organismo proveniente de organismos de especies distintas o con algunas
cualidades diferentes.

Inoculante. Concentrado de microorganismos especificos producidos en cultivo que son
introducidos en el ambiente.

lon. Particula cargada eléctricamente constituida por uno o mas atomos.

Lipopolisacarido. Lipido que contiene oligosacaridos, polisacaridos y proteina que es el
compuesto mayoritario de la pared celular de las bacterias Gram Negativas.

Lixiviacion. Proceso por el que se extraen uno o varios solutos de un sélido, mediante un
disolvente liquido. En el caso de la lixiviacion de los compuestos de los fertilizantes
quimicos el disolvente suele ser el agua.

Longitud de onda. Representa la distancia de la propagacion de una perturbacién en un
intervalo de tiempo.
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Meristemo. Tejido vegetal responsable del crecimiento celular en la planta.
Metabolismo. Conjunto de reacciones catabdlicas y anabdlicas en la célula.
Microbiota. Microorganismos presentes en sistemas especificos en el ambiente.

Nitrogenasa. Complejo enzimatico capaz de reducir el nitrégeno atmosférico a amoniaco
en el proceso de fijacién biolégica de nitrégeno.

Nédulo primordio. Aglomerado de células cercano a la rizodermis de la planta, formado
por la infeccién de bacterias en el hospedero.

Pellet. Denominacién genérica, utilizada para referirse a pequefias porciones de material
aglomerado o comprimido

pH. Medida de la acidez o alcalinidad de una sustancia, conocido como potencial de
hidrogeno. Es el valor negativo del logaritmo de la concentracién de iones hidrégeno [H']
de una solucion. pH=-log [H"].

Poli-B-hidroxibutirato. Material de reserva nutritiva presente en procariotas compuesto
por un polimero de (3-hidroxibutirato.

Polimero. Macromolécula formada por unidades repetitivas de moléculas semejantes
denominadas monémeros.

Proteina. = Compuesto formado por cadenas de aminoacidos. Es un polimero
estructuralmente compuesto por unidades repetitivas denominadas monémeros.

Proteobacteria. Grupo grande de bacterias Gram negativas relacionadas
filogenéticamente.

Quitina. Polisacarido compuesto de unidades de N-acetilglucosamina. Es uno de los
polimeros naturales con mayor presencia. Usado en floculacion para tratamiento de agua,
agente en la curacion de heridas, como espesante y estabilizador en medicamentos y
medicinas.

Rizobacteria. Bacteria capaz de colonizar y formar nédulos en las raices de las plantas,
con el objeto de obtener una relacién benéfica entre ambas. Se encuentran de manera

natural en la rizosfera.

Rizobio. Bacteria capaz de fijar nitrogeno atmosférico a partir de una relacion
endosimbidtica con la raiz de las plantas.
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Rizosfera. Region inmediata adyacente a las raices de las plantas.

Simbiosis. Asociacién de organismos de diferentes especies.
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